
Biotechnology is the integration of natural sciences and engineering sciences in order to achieve the application of organisms,
cells, parts there of and molecular analogues for products and services (Definice schv·len· na valnÈm shrom·ûdÏnÌ EFB, 1989)

Chemici a biotechnologie

Chemici byly vûdy spojeni s tzv. tradiËnÌmi biotechnologie-
mi, zejmÈna fermentaËnÌmi procesy a r˘zn˝mi biotransforma-
cemi, takûe kromÏ biochemik˘, to byli p¯edevöÌm chemiËtÌ
inûen˝¯i, kte¯Ì aktivnÏ vstoupili do Èry modernÌch biotechno-
logiÌ a zaslouûili se o praktickou realizaci ˙spÏönÈ tov·rnÌ
produkce ¯ady v˝znamn˝ch biologicky aktivnÌch l·tek vyvi-
nut˝ch  technikami  genovÈho inûen˝rstvÌ. Vznik modernÌch
biotechnologiÌ byl umoûnÏn d˘slednou aplikacÌ molekul·r-
nÌch princip˘ p¯i studiu biologick˝ch proces˘ a tedy vlastnÏ
absolutnÌm prosazenÌm chemickÈho pohledu ve v˝zkumu
v hraniËnÌch disciplin·ch jako je mikrobiologie, biologie, ge-
netika, farmacie aj. VelkÈ mnoûstvÌ poznatk˘ nahromadÏn˝ch
v poslednÌch  desetiletÌch vytvo¯ilo p¯edpoklady pro jejich
praktickÈ vyuûitÌ, ale z·roveÚ p¯ineslo i neb˝valÈ mnoûstvÌ
p¯ek·ûek, kterÈ musÌ b˝t p¯ed realizacÌ kaûdÈ novÈ technologie
p¯ekon·ny. Na zavedenÌ nov˝ch technologiÌ je t¯eba ËÌm d·l
tÌm vÌc voln˝ch finanËnÌch prost¯edk˘, a proto jsou v tomto
z·pase o trhy zv˝hodnÏny velkÈ firmy. V biotechnologiÌch vöak
nejde jen o produkty genovÈho inûen˝rstvÌ (zejmÈna farma-
ceutika a nynÌ tolik diskutovanÈ geneticky modifikovanÈ orga-
nismy, vöeobecnÏ pouûÌvan· zkratka GMO), ale o ohromnou
plej·du dalöÌch produkt˘ a aplikacÌ. UrËitou p¯edstavu o ap-
likaËnÌm rozsahu biotechnologiÌ d·v· v z·hlavÌ uveden· defi-
nice EvropskÈ federace biotechnologiÌ (EFB), i kdyû i tato
definice nenÌ z¯ejmÏ zcela vyËerp·vajÌcÌ. Nap¯. se nezmiÚuje
o uplatnÏnÌ chemick˝ch materi·l˘ v biotechnologiÌch, coû je
pro chemika problÈm velice d˘leûit˝ a z·vaûn˝.

DneönÌ ˙vodnÌk jsem vöak zaËal ps·t proto, abych Ëleny
naöÌ spoleËnosti struËnÏ sezn·mil s postoji naöÌ st¯eönÌ organi-
zace IUPAC k biotechnologiÌm. O v˝znamu biotechnologiÌ pro
chemick˝ pr˘mysl a jeho dalöÌ rozvoj nenÌ pochyb. OstatnÏ
st·le se zvyöujÌcÌ zisky, zejmÈna nÏkter˝ch americk˝ch spoleË-
nostÌ, z biotechnologick˝ch produkt˘ jsou toho nezvratn˝m
d˘kazem. IUPAC vidÌ v  biotechnologiÌch p¯Ìleûitost (cha-
llange) pro chemii, ale p¯edstava jak rozvoj biotechnologiÌ
stimulovat se v poslednÌch lÈtech nÏkolikr·t mÏnila, tak jak
doch·zelo ke zmÏn·m v n·zorech na novou organizaËnÌ struk-
turu jednotliv˝ch org·n˘ IUPAC.

Komise pro biotechnologie byla p˘vodnÏ souË·stÌ Divize
aplikovanÈ chemie.

P¯i reorganizaci divizÌ na valnÈm shrom·ûdÏnÌ IUPAC
v Guilfordu (UK) v r. 1995 byla Komise pro biotechnologie
(COB) pod¯Ìzena p¯Ìmo byru, a bylo uvaûov·no nÏkolik alter-
nativ od vytvo¯enÌ samostatnÈ divize pro biotechnologie aû pro
p¯i¯azenÌ COB k nÏkterÈ z novÏ vytvo¯en˝ch divizÌ. Na z·kladÏ
loÚskÈho jedn·nÌ berlÌnskÈho valnÈho shrom·ûdÏnÌ IUPAC se
v letoönÌ ÑmodrÈ knizeì (IUPAC Handbook 2000ñ2001) ob-
jevila COB jako souË·st Divize III ñ Organick· a biomoleku-
l·rnÌ chemie pod evidenËnÌm ËÌslem III. 4 (str. 37).

Jednou z v˝znamn˝ch a trval˝ch Ëinnosti COB IUPAC je
po¯·d·nÌ biotechnologick˝ch sympoziÌ ve Ëty¯let˝ch interva-
lech, a to programovÏ v r˘zn˝ch kontinentech svÏta. PoslednÌ
sympozium se konalo v australskÈm Sydney (1996).V letoönÌm
roce, tj. 3.ñ8.9.2000 se po¯·d· jiû 11th International Biotech-

nology Symposium v BerlÌnÏ (podrobnosti lze zÌskat na inter-
netovÈ adrese http://dechema.de/biotechnology2000.htm.

Na sympozium jste vöichni srdeËnÏ zv·ni. Jsme si vöak
vÏdomi toho, ûe pomÏrnÏ vysokÈ vloûnÈ nasazenÈ nÏmeck˝mi
organiz·tory bude p¯ek·ûkou ˙Ëasti mnoha potencion·lnÌch
z·jemc˘.

Sympozium se za Ëty¯i roky uskuteËnÌ na jihoamerickÈm
kontinentÏ v Santiago de Chile. (Pro ˙plnost p¯ipomÌn·m, ûe
biotechnologick· sympozia Federace evropsk˝ch biotechno-
logiÌ se konajÌ ve dvoulet˝ch intervalech a nekryjÌ se s akcemi
IUPAC.)

V minul˝ch lÈtech se COB vÏnovala ¯adÏ projekt˘, jejichû
v˝sledkem byla publikace p¯ehledn˝ch Ël·nk˘ v ofici·lnÌm
Ëasopise IUPAC ÑPure and Applied Chemistryì. CÌlem bylo
seznamovat chemickou ve¯ejnost s aktu·lnÌmi tÈmaty biotech-
nologiÌ. V tomto duchu se nesly i dalöÌ publikaËnÌ aktivity
(nap¯. slovnÌk biotechnologick˝ch termÌn˘ ñ ÑBiotechnology
Glossaryì) a pravideln· p¯edn·ökov· odpoledne konan· v do-
bÏ valn˝ch shrom·ûdÏnÌ IUPAC (kaûdÈ dva roky). COB pra-
videlnÏ spolupracuje s jin˝mi org·ny IUPAC zejmÈna v oblas-
ti tvorby n·zvoslovÌ.

V souËasnÈ dobÏ se COB snaûÌ o vytvo¯enÌ informaËnÌho
systÈmu o biotechnologiÌch, resp. alespoÚ o kompletaci inter-
netov˝ch adres v r˘zn˝ch zemÌch svÏta. NenÌ to z·leûitost
jednoduch·, protoûe poËet Ëlen˘ COB je velice omezen˝.

Pokud se t˝k· naöÌ republiky, m˘ûeme z·jemc˘m o biotech-
nologie doporuËit t¯i internetovÈ adresy, a to:

Biotechnologynavigator: http://staff.vscht.cz/bio/bionavig.
html (ProsÌme o pomoc, p¯i za¯azenÌ dalöÌch adres podnik˘
a spoleËnostÌ podnikajÌcÌch v oblasti biotechnologiÌ. Tato da-
tab·ze bude souË·sti datab·ze IUPAC.)

Czech Biopages p¯ipravenÈ kolegy z Masarykovy univer-
zity v BrnÏ: http://orion.chemi.muni.cz/indexh.htm

Biotr in spoleËnosti Biotrend, institucion·lnÌho Ëlena Bio-
technologickÈ spoleËnosti: http://www.biotrin.cz

Komise pro biotechnologie IUPAC pracuje v souËasnÈ
dobÏ ve sloûenÌ:
Titul·rnÌ ËlenovÈ: prof. Milton T.W. Hearn (Australie) ñ p¯ed-
seda, Dr. Michelle Browner (USA) ñ mÌstop¯edseda, prof. Jan
K·ö (»R) ñ sekret·¯, Dr. Mark Dibner (USA), Dr. Takashi
Nara (Japonsko), prof. Rolf Schmid (NÏmecko) a prof. Daniel
Thoma (Francie) ñ ËlenovÈ.
N·rodnÌ deleg·ti: prof. Alois Jungbauer (Rakousko), prof.
Murray Moo-Young (Kanada), prof. Inger Mollerup (D·n-
sko), prof. Bela Sevella (MaÔarsko), prof. C.M. Gupta (Indie),
prof. Terence G. Watson (JiûnÌ Afrika) a prof. Patrik Adler-
creutz (ävÈdsko).

N·mÏty pro Ëinnost COB a spolupr·ci se Ëleny a pracov-
nÌmi skupinami Ëesk˝ch chemick˝ch spoleËnostÌ je velmi vÌt·-
na, zejmÈna p¯i kompletaci podnik˘ a spoleËnostÌ pracujÌcÌch
v oboru biotechnologiÌ.

TÏöÌme se na spolupr·ci.

Jan K·ö
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SENZORY  S  TUH›MI  POLYMERY  PRO  MÃÿENÕ  VLHKOSTI  PLYNŸ

PETRA HRN»ÕÿOV¡ a FRANTIäEK OPEKAR
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⁄vod

Voda je prakticky vöudyp¯Ìtomn·, je jednÌm z nejbÏûnÏj-
öÌch analyt˘ a pro jejÌ stanovenÌ existuje ¯ada klasick˝ch
i instrument·lnÌch metod1-3. Specifick˝ analytick˝ p¯Ìstup vy-
ûaduje stanovov·nÌ obsahu vody, vlhkosti, v plynnÈm pro-
st¯edÌ. Vlhkost plynu, tj. mnoûstvÌ vodnÌ p·ry, kterou plyn
obsahuje, lze vyj·d¯it absolutnÏ hmotnostÌ vody v urËitÈm
objemu plynu, Φ = m/V (nap¯. v g.m-3), bezrozmÏrnou mÏrnou
vlhkostÌ, φ = m/mg, kde m je hmotnost vody v urËitÈm objemu
plynu a mg je hmotnost tÈhoû objemu plynu suchÈho, p¯ÌpadnÏ
parci·lnÌm tlakem vodnÌ p·ry Ëi teplotou rosnÈho bodu. V pra-
xi je obsah vody v plynu velice Ëasto vyjad¯ov·n relativnÏ jako
tzv. relativnÌ vlhkost, RH. RelativnÌ vlhkost se rovn· podÌlu
absolutnÌ vlhkosti danÈho plynu a absolutnÌ vlhkosti tohoto
plynu, kter˝ je za stejnÈ teploty a tlaku vodnÌ parou nasycen,
tj. RH = Φ/Φmax; relativnÌ vlhkost je veliËinou bezrozmÏrnou
a zpravidla se ud·v· v procentech.

PodobnÏ, jako tomu je i v p¯ÌpadÏ jin˝ch chemick˝ch l·tek,
v˝znamn˝m n·strojem pro detekci a stanovenÌ vody se st·vajÌ
senzory4-6. D˘vod˘ pro to je nÏkolik:
ñ senzor m˘ûe v ¯adÏ p¯Ìpad˘ nahradit drah˝ p¯Ìstroj a sloûit˝

experiment·lnÌ postup p¯i prov·dÏnÌ anal˝zy,
ñ pot¯eba mÏ¯it vlhkost prudce roste s rozvojem ¯ady pr˘-

myslov˝ch odvÏtvÌ, kde jsou vyuûÌv·ny n·roËnÈ speciali-
zovanÈ technologie,

ñ automatizovanÈ a tzv. inteligentnÌ pracovnÌ n·stroje majÌ
znaËnÈ n·roky na mnoûstvÌ informacÌ o stavu a vlastnos-
tech pracovnÌho prost¯edÌ v nÏmû vykon·vajÌ urËitou Ëin-
nost a tyto n·roky je nutno uspokojit mnoûstvÌm senzor˘,
jimiû jsou na svÈ pracovnÌ prost¯edÌ napojeny,

ñ v neposlednÌ ¯adÏ je mÏ¯enÌ vlhkosti d˘leûitÈ i p¯i zajiöùo-
v·nÌ lidskÈho komfortu klimatizov·nÌm pracovnÌho, spo-
leËenskÈho i dom·cÌho prost¯edÌ.
Z p¯ehledu v tabulce I je z¯ejmÈ, ûe oblast pouûitÌ senzor˘

vlhkosti je velice öirok· a tudÌû jsou na nÏ kladeny nejrozma-
nitÏjöÌ n·roky. ObecnÏ, bez ohledu na oblast pouûitÌ, by mÏly
modernÌ senzory vlhkosti splÚovat nÏkolik z·kladnÌch poûa-
davk˘:
ñ dostateËnou citlivost v öirokÈm intervalu vlhkostÌ,
ñ rychlou odezvu,
ñ reprodukovatelnost odezvy a malou hysterezi,
ñ nez·vislost na teplotÏ,

ñ nez·vislost odezvy na sloûenÌ plynu,
ñ mechanickou odolnost a dlouhou ûivotnost,
ñ kompatibilitu se souËasnou mikroelektronikou,
ñ jednoduchou konstrukci a odtud i malou po¯izovacÌ hod-

notu.
Ve snaze vyhovÏt pokud moûno vÏtöinÏ tÏchto poûadavk˘

jsou vyvÌjeny a testov·ny senzory vlhkosti r˘znÈho mechanic-
kÈho uspo¯·d·nÌ, kterÈ vyuûÌvajÌ k detekci vlhkosti r˘zn˝ch
princip˘. K dispozici jsou senzory vyuûÌvajÌcÌ klasickÈ prin-
cipy mÏ¯enÌ vlhkosti, tj. senzory zaloûenÈ na mÏ¯enÌ rosnÈ-
ho bodu, dilataci p¯ÌrodnÌch nebo umÏl˝ch vl·ken Ëi psychro-
metry. Z d˘vod˘ kompatibility s modernÌ elektronikou jsou
oblÌbenÈ senzory zaloûenÈ na mÏ¯enÌ zmÏn elektrick˝ch vlast-
nostÌ (permitivita, odpor) r˘zn˝ch materi·l˘ majÌcÌch urËitou
afinitu k vodÏ. Zde, vedle anorganick˝ch l·tek (Al2O3, TiO2-
-V2O5, SiO2-oxid kovu, MgCr2O4-TiO2 a mnoho dalöÌch),
kterÈ b˝valy v ned·vnÈ dobÏ dominantnÌmi materi·ly pro
konstrukce senzor˘ vlhkosti, nach·zejÌ velkÈ uplatnÏnÌ pr·vÏ
polymernÌ materi·ly7. Tyto materi·ly jsou tÈû v˝znamn˝m
konstrukËnÌm prvkem ampÈrometrick˝ch Ëi potenciometric-
k˝ch tuh˝ch senzor˘ r˘zn˝ch plyn˘8,9. ZatÌmco v tÏchto sen-
zorech je zmÏna vlastnostÌ polymeru zp˘soben· zmÏnou vlh-
kosti analyzovanÈho plynu neû·doucÌ, v senzorech vlhkosti je
s v˝hodou vyuûÌv·na (viz po¯ekadlo Ñöum pro jednoho je
vyuûiteln˝m sign·lem pro druhÈhoì). Tento Ël·nek je vÏnov·n
vyuûitÌ r˘zn˝ch polymer˘ pr·vÏ v senzorech vlhkosti. Je dal-

Tabulka I
P¯Ìklady aplikaËnÌch oblastÌ senzor˘ na mÏ¯enÌ vlhkosti plyn˘

OdvÏtvÌ Oblast pouûitÌ

Pr˘mysl klimatizace v˝robnÌch a skladov˝ch hal
a energetika technologickÈ plyny

suöicÌ a zvlhËovacÌ za¯ÌzenÌ
chladicÌ za¯ÌzenÌ
ochrannÈ plyny p¯i sv·¯enÌ kov˘
vysokonapÏùovÈ spÌnaËe

ZemÏdÏlstvÌ sklenÌky
hydroponickÈ pÏstov·nÌ rostlin
haly ûivoËiönÈ v˝roby
sila na obilÌ, senÌky

MedicÌna steriliz·tory
inkub·tory
respir·tory

V˝zkum boxy s ¯Ìzenou atmosfÈrou
biokultiv·tory
testov·nÌ senzor˘ plynn˝ch l·tek

LidskÈ meteorologie
spoleËenstvÌ uchov·v·nÌ umÏleck˝ch p¯edmÏt˘

zhotovov·nÌ fotografiÌ
Dom·cnost klimatizaËnÌ jednotky

mikrovlnnÈ trouby
suöiËky pr·dla
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Tabulka II
P¯Ìklady polymer˘ testovan˝ch v impedanËnÌch senzorech pro stanovenÌ relativnÌ vlhkosti

Typ polymerua Pozn·mky Cit.

Nafion
Kompozit Nafion/SiO2

RH 0ñ100 %; kompozit (1:3) vykazoval delöÌ line·rnÌ dynamick˝ rozsah,
ale niûöÌ citlivost detekce neû samotn˝ Nafion.

17

Poly(vinylalkohol) (PVA)
Nafion Si-ftalocyanin

RH 0ñ100 %; poËet OHñ skupin na strukturnÌ jednotku r˘znÏ modifikovanÈho
PVA Ëi kopolymeru polyethylen-PVA a typ protiiontu (H+, Li+ a Na+) v Nafionu
a ionizace modifikovanÈho Si-ftalocyaninu ovlivÚujÌ vlastnosti senzoru. NejlepöÌ
odezvu poskytoval Li-Nafion.

14

Poly(vinylpyridin) (PVP) testov·ny r˘znÈ zp˘soby kopolymerace hydrofilnÌho kvarternizovanÈho PVP
s hydrofobnÌm polymerem (prok¯ÌûenÌm Ëi roubov·nÌm). NejlepöÌch v˝sledk˘
dosaûeno se senzorem obsahujÌcÌm PVP naroubovan˝ na PTFE nebo prok¯Ìûen˝
s dibrombutanem; viz tÈû11,16,64.

12

HMPTAC prok¯Ìûen˝ s EGDMA vz·jemnÏ se prostupujÌcÌ polymernÌ sÌù hydrofilnÌho (HMPTAC) a hydrofobnÌho
(EGDMA) polymeru je stabilnÌ, zmÏna impedance je asi pÏt ¯·d˘ p¯i zmÏnÏ RH
od 0 do 90 %. T˝û hydrofilnÌ polymer naroubovan˝ na polyethylen byl
testov·n65.

66

DMDAAC polymer pouûit v Ëty¯elektrodovÈm plan·rnÌm senzoru, neline·rnÌ z·vislost
na RH v oblasti 12ñ80 %. V˝razn· z·vislost na RH byla pozorov·na
u kompozitu tohoto polymeru se syntetick˝m silik·tem67 Laponite RD.

68

Kompozit poly-(o-fenylendiamin)
+ PVA

line·rnÌ z·vislost na RH (25ñ98 %) d·na acidobazick˝mi zmÏnami v kompozitu,
viz tÈû69,70. ObdobnÈ chov·nÌ bylo pozorov·no u kompozit˘ PVA
s poly(aminofenolem)71 a poly(anilinem)72.

73

Poly(propargylalkohol) iontov· vodivost polymeru dopovanÈho kyselinou sÌrovou exponenci·lnÏ roste
s RH. Z·vislost vodivosti polymeru obsahujÌcÌho vodu (60 %) na RH byla
studov·na v cit.74

75

Poly(vinylalkohol) impedance filmu PVA klesala s r˘stem RH. P¯Ìdavek sodn˝ch solÌ kyselin
chlorovodÌkovÈ, p-styrensulfonovÈ Ëi m-benzendisulfonovÈ v˝raznÏ p¯ispÏl
k citlivosti senzoru (zmÏna vodivosti o Ëty¯i ¯·dy v oboru RH 15ñ95 %).
Prok¯ÌûenÌ polymeru p˘sobenÌm argonovÈ plazmy mÏlo p¯Ìzniv˝ vliv na stabilitu
filmu.

76

AMPS polymer naroubovan˝ na mikroporÈznÌ film poly(ethylenu). 77
Organopolysiloxany film organopolysiloxan˘ obsahujÌcÌch hydrofilnÌ skupiny typu ñNH2,

ñN(CH3)3Cl, a ñSO3H naroubovanÈ na silikagelu nebo sintrovanÈm oxidu
hlinitÈm.

78

Viologen film poly(hexanviologen)+P je v˝hodn˝ k detekci niûöÌch hodnot RH
(0ñ35 %). InterferujÌ p·ry niûöÌch alkohol˘ a organofosf·ty.

79

Poly(chlormethylstyren) odolnost polymeru pro senzory pouûitelnÈ v prost¯edÌch o vyööÌ RH (odol·vajÌcÌ
p¯ÌpadnÏ i kr·tkodobÈmu kontaktu s vodou) bylo dosaûeno souËasn˝m
prok¯ÌûenÌm a kvarternizacÌ p¯i reakci s TMHDA.

80

a HMPTAC ñ poly(2-hydroxy-3-methakryloxypropyltrimethylammoniumchlorid); EGDMA ñ poly(ethylenglykoldimethakry-
l·t); DMDAAC ñ poly(dimethyldiallylammoniumchlorid); AMPS ñ poly(2-acrylamido-2-methylpropansulfon·t); TMHDA ñ
N,N,Ní,Ní- tetramethyl-1,6-hexandiamin

öÌm pokraËov·nÌm volnÈ sÈrie refer·t˘ vÏnovan˝ch chemic-
k˝m senzor˘m publikovan˝ch v tomto Ëasopise8,10.

Polymery pouûÌvanÈ pro konstrukce senzor˘
vlhkosti

V senzorech vlhkosti jsou pouûÌv·ny polymery, kterÈ mo-
hou v d˘sledku absorpËnÌch Ëi adsorpËnÌch proces˘ vymÏÚovat
se sv˝m okolÌm vodu. ZmÏna obsahu vody v polymeru se m˘-
ûe projevit r˘zn˝mi zmÏnami jeho vlastnostÌ, kterÈ lze pro sta-
novenÌ RH vyuûÌt. Jsou to hlavnÏ jiû zmÌnÏnÈ vlastnosti elek-
trickÈ, ale i vlastnosti optickÈ, mechanickÈ Ëi zmÏna hmotnosti.

Bez ohledu na to, v jakÈm typu senzoru je polymer pouûit,
musÌ mÌt dvÏ d˘leûitÈ vlastnosti ñ musÌ b˝t ve vodÏ nerozpust-
n˝ (p¯i zachov·nÌ sv˝ch hydrofilnÌch vlastnostÌ) a chemicky
st·l˝. P¯Ìprava nov˝ch polymer˘ pro senzory RH je do znaËnÈ
mÌry orientov·na na vylepöov·nÌ tÏchto vlastnostÌ. Ve vodÏ
nerozpustn˝ch a stabilnÌch struktur se dosahuje zpravidla pro-
k¯ÌûenÌm ¯etÏzc˘ polymeru kopolymeracÌ vhodn˝ch monome-
r˘ (postup bÏûn˝ p¯i v˝robÏ klasick˝ch iontomÏniË˘) nebo
naroubov·nÌm (graft ñ polymerization) hydrofilnÌch skupin na
chemicky stabilnÌ, hydrofobnÌ polymernÌ kostru. ObÏ tyto
metody umoûÚujÌ strukturu polymeru modifikovat tak, aby
jeho v˝slednÈ chov·nÌ bylo optim·lnÌ pro pouûitÌ v konkrÈtnÌ
situaci11,12.

F6

–
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Z v˝öe uveden˝ch d˘vod˘ jsou v senzorech RH Ëasto
vyuûÌv·ny polymery mÏnÌcÌ se zmÏnou RH svÈ elektrickÈ
vlastnosti ñ relativnÌ permitivitu nebo iontovou, p¯ÌpadnÏ elek-
tronovou vodivost. Podle toho, kter· z tÏchto vlastnostÌ je
mÏ¯ena a vyhodnocov·na jako mÌra vlhkosti analyzovanÈho
plynu, jsou senzory rozdÏlov·ny na impedanËnÌ (odporovÈ)
nebo kapacitnÌ7. Velice intenzivnÏ jsou vöak vyvÌjeny i senzo-
ry pracujÌcÌ na principu zmÏn hmotnosti polymeru Ëi jeho
zmÏn rozmÏrov˝ch. V˝znamnÈ jsou senzory optickÈ vyuûÌva-
jÌcÌ jako zdroje z·¯enÌ svÏtloemitujÌcÌ diody (LED) nebo lase-
rovÈ diody (LD), optick· vl·kna jako vodiËe z·¯enÌ a polovo-
diËovÈ detektory samostatnÈ p¯ÌpadnÏ v souborech (detekto-
rov· pole). Jde o tzv. solid-state instrumentaci, kterou lze
charakterizovat chemickou odolnostÌ, odolnostÌ proti interfe-
rencÌm externÌch elektrick˝ch polÌ (na rozdÌl od senzor˘ snÌ-
majÌcÌch zmÏny elektrick˝ch veliËin), mal˝mi rozmÏry a nÌz-
kou cenou. Sv˝mi vlastnostmi a technologiÌ p¯Ìpravy jsou
pouûitelnÈ jako detekËnÌ systÈmy integrovan˝ch a inteligent-
nÌch senzor˘.

ImpedanËnÌ (odporovÈ) senzory

V tÏchto senzorech se vyuûÌv· polymer˘, kterÈ obsahujÌ
s polymernÌ kostrou pevnÏ v·zanÈ hydrofilnÌ ionty, jejichû
n·boj je kompenzov·n protionty. P¯i vzr˘stu RH analyzova-
nÈho  prost¯edÌ  tyto  hydrofilnÌ  skupiny absorbujÌ  vodu  do
sv˝ch hydrataËnÌch obal˘, p¯i poklesu RH ji uvolÚujÌ. Podle
obsahu vody v polymeru se protionty uvolÚujÌ disociacÌ, nap¯.:
R-S H+ + H2O R-S + H3O

+, takûe iontov· vodivost
polymeru z·visÌ na RH analyzovanÈho prost¯edÌ. Typick˝m
polymerem majÌcÌm tyto vlastnosti je Nafion (obchodnÌ n·zev
firmy DuPont, USA, pro kopolymer poly(tetrafluoroethylenu)
s poly(sulfonylfluorvinyletherem))13. Jde o katex s pevnÏ v·-
zan˝mi sulfoskupinami, protionty b˝vajÌ zpravidla vodÌkovÈ
ionty; v senzorech vlhkosti byl zkouöen i Nafion obsahujÌcÌ
lithnÈ Ëi sodnÈ protiionty14. PodobnÈ polymernÌ struktury byly
tÈû p¯ipraveny roubov·nÌm nap¯. sulfonovanÈho polystyre-
nu na poly(tetrafluoroethylen)11,15. FluorovanÈ polymery jsou
obecnÏ chemicky st·lÈ, a protoûe fluor m· menöÌ iontov˝
polomÏr neû vodÌk, majÌ kompaktnÏjöÌ strukturu a jsou tak
odolnÏjöÌ v˘Ëi rozmÏrov˝m zmÏn·m (botn·nÌ) p¯i zmÏnÏ ob-
sahu vody. Z toho vypl˝v· vyööÌ stabilita polymeru a delöÌ

doba ûivota senzoru. P¯Ìklady dalöÌch polymer˘ testovan˝ch
pro pouûitÌ v impedanËnÌch senzorech vlhkosti jsou v tabul-
ce II.

Z·kladnÌm uspo¯·d·nÌm impedanËnÌho RH senzoru je tzv.
plan·rnÌ uspo¯·d·nÌ (obr. 1a). Na inertnÌm substr·tu (kerami-
ka, sklo) je vakuov˝m napa¯enÌm Ëi sÌtotiskem vytvo¯ena
dvojice platinov˝ch nebo zlat˝ch vodivostnÌch elektrod, zpra-
vidla h¯ebÌnkovÈho tvaru (interdigital electrodes), kterÈ jsou
p¯ekryty filmem polymeru. Film je obvykle p¯ipravov·n po-
krytÌm elektrod roztokem polymeru ve vhodnÈm rozpouötÏdle
za rotace (spin coated), po jehoû odpa¯enÌ se na elektrod·ch
vytvo¯Ì film polymeru poûadovanÈ tlouöùky. Tlouöùka filmu
m· z·sadnÌ vliv na rychlost odezvy senzoru; ËÌm je film tenËÌ,
tÌm rychleji se p¯i zmÏnÏ RH ustavÌ rovnov·ha mezi obsahem
vody v analyzovanÈm plynu a v polymeru. Tlouöùky film˘ jsou
¯·du desetin aû stovek µm.

V nÏkter˝ch konstrukcÌch byla pouûita membr·na z hyd-
rofobnÌho polymeru (nap¯. z poly(tetrafluoroethylenu) Ëi poly-
ethylenu) na nÏmû byla naroubov·na vrstviËka hydrofilnÌho
polymeru (nap¯. kvarternizovan˝ vinylpyridin). VodivostnÌ
elektrody byly v tomto p¯ÌpadÏ napa¯eny p¯Ìmo na polymer16;
tlouöùka elektrod musÌ b˝t dostateËnÏ mal· (¯·dovÏ desÌtky aû
stovky nm), aby byla umoûnÏna v˝mÏna vodnÌ p·ry mezi
polymerem a analyzovan˝m prost¯edÌm.

Impedance polymeru se mÏ¯Ì za podmÌnek obvykl˝ch p¯i
mÏ¯enÌ vodivosti, kdy senzorem proch·zÌ st¯Ìdav˝ proud o fre-
kvenci desÌtek aû tisÌc˘ Hz. MÏ¯en· impedance se v rozmezÌ
RH od ca 0 do 100 % mÏnÌ o nÏkolik ¯·d˘ a je zpravidla na
RH neline·rnÏ z·visl·. Jednou z p¯ÌËin neline·rnÌ z·vislosti je
nepochybnÏ komplexnÌ charakter mÏ¯enÈ impedance. Ta ob-
sahuje p¯ÌspÏvek dan˝ odporem filmu polymeru a p¯ÌspÏvek
reakËnÌ impedance vznikajÌcÌ na rozhranÌ kovov· elektroda/
polymer. Podle obsahu vody v polymeru se na celkovÈ impe-
danci  jednotlivÈ  p¯ÌspÏvky podÌlejÌ r˘znou mÏrou, coû se
projevuje v nelinearitÏ z·vislosti17 mÏ¯enÈho sign·lu na RH.
P¯ÌznivÏjöÌ vlastnosti z hlediska linearity odezvy by mohly mÌt
kompozitnÌ materi·ly, jak bylo pozorov·no v p¯ÌpadÏ kompo-
zitnÌch film˘17 Nafion+SiO2.

Neû·doucÌ vlastnostÌ senzor˘ je hystereze odezvy, souvi-
sejÌcÌ s rychlostÌ v˝mÏny vody mezi polymerem a analyzo-
van˝m plynem. Bylo zjiötÏno, ûe hysterezi lze potlaËit po-
uûitÌm bifunkËnÌch polymer˘ v nichû je nahrazena Ë·st silnÏ
kysel˝ch hydrofilnÌch skupin (S H+) skupinami slabÏ kyse-
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Obr. 1. P¯Ìklady nejËastÏjöÌch konstrukËnÌch uspo¯·d·nÌ RH senzor˘ zaloûen˝ch na mÏ¯enÌ impedance (a), kapacity (b) a uspo¯·d·nÌ
pouûitelnÈ v obou p¯Ìpadech (c); 1 ñ inertnÌ podloûka s vodivostnÌmi elektrodami, 2 ñ mikroporÈznÌ kovov· elektroda, 3 ñ polymer, 4 ñ p¯ÌvodnÌ
vodiËe
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Tabulka III
P¯Ìklady polymer˘ testovan˝ch v kapacitnÌch senzorech pro stanovenÌ relativnÌ vlhkosti

Typ polymeru Pozn·mky Cit.

Poly(methylmetakryl·t)
(PMMA)

PMMA prok¯Ìûen˝ s divinylbenzenem Ëi nÏkter˝mi estery kyseliny
dimethakrylovÈ. Z·vislost kapacity na RH (10ñ99 %) je line·rnÌ, mal·
pozorovan· hystereze odezvy je d·na mal˝m mnoûstvÌm adsorbovanÈ vody (ve
srovn·nÌ se senzory zaloûen˝mi na deriv·tech celulosy81), viz tÈû82.

21

Poly(ethylentereftal·t) senzor s elektrodami p¯Ìmo napa¯en˝mi na film (50 µm siln˝) byl pouûit jako
frekvenci urËujÌcÌ kondenz·tor v elektronickÈm oscil·toru (555). Line·rnÌ
z·vislost frekvence na RH (12ñ97 %); zmÏna frekvence v uvedenÈm oboru RH
byla asi 3kHz.

24

Poly(vinylcinnam·t) studov·n vliv stupnÏ prok¯ÌûenÌ polymeru na sorpci vody i na sorpci par
organick˝ch l·tek (alkoholy, aceton). Adsorpce vody (a odtud i citlivost senzoru)
roste se stupnÏm prok¯ÌûenÌ do ca 95 %. StupeÚ prok¯ÌûenÌ, p¯i nÏmû doch·zÌ
k nejvÏtöÌ sorpci par organick˝ch l·tek z·visÌ na velikosti jejich molekul.

83

Poly(vinylbenzo·t)
Poly(vinylmethakryl·t)
Poly(vinylkroton·t)
Poly(vinylcinnam·t)

polymery tvo¯ÌcÌ prok¯ÌûenÈ struktury, poly(vinylmetakryl·t)
a poly(vinylcroton·t), jsou pro kapacitnÌ RH senzory vhodnÏjöÌ. Jsou rovnÏû
odolnÏjöÌ v˘Ëi rozmÏrov˝m zmÏn·m p¯i expozici prost¯edÌ obsahujÌcÌ p·ry
organick˝ch l·tek (acetonu). PodÌl kapacit p¯i RH 90 a 0 % byl asi 1,35;
stacion·rnÌ hodnoty p¯i zmÏnÏ RH je dosaûeno za asi 30 s, teplotnÌ koeficient byl
0,1 % RH/∞C, hystereze max. 2 % RH.

84

Polyimidy testov·ny r˘znÈ formy oligomer˘ a polymer˘ odvozen˝ch od polyimidu; viz
tÈû85-87; v cit.86 jsou porovn·v·ny vlastnosti senzor˘ s prok¯Ìûen˝m polyimidem,
fluorovan˝m polyimidem a PMMA.

88

FluorovanÈ polyimidy stabilnÌ polymernÌ materi·l pro RH senzory, hystereze 0,5 % RH, rychlost
dosaûenÌ 90 % stac. stavu 30 s, teplotnÌ koeficient 0,1 % RH/∞C, line·rnÌ
z·vislost odezvy na RH v oboru 10ñ90 %, dlouhodob· st·lost parametr˘,
ca ± 2 % RH/1000 hodin; viz tÈû86.

89

Polysulfon line·rnÌ z·vislost kapacity na RH (10ñ90 %), hystereze 0,5 % RH, rychlost
odezvy p¯i vzr˘stu i poklesu RH 30 s, teplotnÌ koeficient (10ñ40 ∞C) 0,1 %
RH/∞C, dlouhodobÏ stabilnÌ parametry.

90

l˝mi (COOñH+), kterÈ majÌ menöÌ tendenci zadrûovat absorbo-
vanou vodu ve struktu¯e polymeru vodÌkov˝mi vazbami18.
V p¯ÌpadÏ Nafionu bylo zjiötÏno19, ûe voda p¯i vzr˘stu RH
plynnÈ f·ze vstupuje do Nafionu mnohem rychleji neû z nÏj
p¯i snÌûenÌ RH vystupuje. To rovnÏû m˘ûe vÈst k hysterezi
odezvy, pokud je mÏ¯enÌ provedeno p¯ed dosaûenÌm rovno-
v·ûnÈho obsahu vody v polymeru.

KapacitnÌ senzory

V kapacitnÌch senzorech je polymer dielektrikem konden-
z·toru. VyuûÌv· se zde polymer˘ spÌöe hydrofobnÌch (vÏtöÌ
obsah vody v polymeru m˘ûe vÈst k vytv·¯enÌ klastr˘ molekul
vody projevujÌcÌch se hysterezÌ odezvy20,21), mechanicky ri-
gidnÌch (rozmÏrov·  nest·lost  se projevuje velkou teplotnÌ
z·vislostÌ a Ëasovou nestabilitou odezvy), jejichû relativnÌ
permitivita je ve srovn·nÌ s permitivitou vody mal·. Proto jiû
malÈ mnoûstvÌ vody adsorbovanÈ na povrchu Ëi ve struktu¯e
polymeru v˝raznÏ zmÏnÌ jeho permitivitu a tÌm se zmÏnÌ
i kapacita kondenz·toru. MnoûstvÌ adsorbovanÈ vody z·visÌ
na RH analyzovanÈho prost¯edÌ, proto je i zmÏna kapacity
˙mÏrn· RH; z·vislost kapacity na RH je u tÏchto senzor˘
v podstatÏ line·rnÌ.

TypickÈ polymery pouûÌvanÈ v kapacitnÌch senzorech jsou

odvozeny od polyimidu nebo deriv·t˘ celulosy (relativnÌ per-
mitivita polymer˘ je asi 3ñ6, relativnÌ permitivita vody je asi
78); p¯ehled dalöÌch polymer˘ testovan˝ch v kapacitnÌch sen-
zorech je v tabulce III. Struktura polymeru by mÏla zajistit
dostateËnÏ velk˝ povrch na nÏmû m˘ûe b˝t voda adsorbov·na.
Ke zvÏtöenÌ povrchu se osvÏdËily metody, p¯i nichû je v poly-
meru vytvo¯ena sÌù mikrotrhlinek öirok˝ch ¯·dovÏ desetiny µm
(cit.22,23). ZvÏtöenÌ povrchu se p¯ÌznivÏ projevuje na rychlosti
v˝mÏny vody mezi polymerem a analyzovan˝m plynem a od-
tud na statick˝ch i dynamick˝ch vlastnostech senzoru, tj. zvy-
öuje se citlivost detekce, rychlost odezvy a sniûuje hystereze.

TypickÈ struktury kapacitnÌch senzor˘ jsou na obr. 1b, c.
V senzoru na obr. 1b je na inertnÌm substr·tu vytvo¯ena dÏlen·
(spodnÌ) elektroda (nap¯. platinov·), na nÌ je film polymeru
siln˝ ¯·dovÏ jednotky µm a na jeho povrch je napa¯ena (hornÌ)
spoleËn· elektroda (nap¯. zlat·). Tlouöùka tÈto elektrody je,
podobnÏ jako v p¯ÌpadÏ impedanËnÌch senzor˘, mal·, aby
umoûÚovala v˝mÏnu vodnÌ p·ry mezi analyzovan˝m plynem
a polymerem (lze ji povaûovat za mikroporÈznÌ). Toto uspo-
¯·d·nÌ p¯edstavuje dva kondenz·tory v sÈrii a je v˝hodnÈ
z toho d˘vodu, ûe eliminuje problÈmy s p¯ÌvodnÌm kontaktem
k hornÌ mikroporÈznÌ elektrodÏ. V senzoru na obr. 1c jsou
elektrody napa¯enÈ na dvÏ protilehlÈ strany polymernÌ mem-
br·ny silnÈ ¯·dovÏ desetiny aû setiny mm (sandwich-type
senzor). ZmÏna kapacity se mÏ¯Ì p¯i frekvencÌch ¯·du stovek

Chem. Listy 94, 338 ñ 346 (2000) Refer·ty

341



kHz, b˝v· ¯·dovÏ desetiny aû jednotky pF/%RH (je tedy t¯eba
db·t na spr·vnÈ p¯ipojenÌ senzoru k mÏ¯ÌcÌmu p¯Ìstroji, protoûe
kapacita p¯Ìvod˘ znaËnÏ ovlivÚuje odezvu).

Ve srovn·nÌ s impedanËnÌmi senzory vlhkosti jsou kapa-
citnÌ senzory sn·ze p¯izp˘sobitelnÈ mikroelektronick˝m struk-
tur·m. V nejjednoduööÌm p¯ÌpadÏ mohou b˝t zapojeny jako
externÌ kondenz·tor ¯ÌdÌcÌ frekvenci integrovanÈho oscil·to-
ru24 (nap¯. v bÏûnÈm typu 555) nebo lze p¯Ìmo k jejich p¯ÌpravÏ
vyuûÌt ¯ady technologick˝ch postup˘ bÏûn˝ch p¯i v˝robÏ inte-
grovan˝ch obvod˘. KapacitnÌ senzory lze vytv·¯et na k¯emÌ-
kovÈm Ëipu vËetnÏ nap¯. zaintegrovanÈ diody pro mÏ¯enÌ
teploty. Polymery pouûÌvanÈ v kapacitnÌch senzorech mohou
b˝t pouûity rovnÏû jako chemicky citlivÈ vrstvy na ¯ÌdÌcÌ
elektrodÏ tranzistoru ¯ÌzenÈho polem, viz pr·ce25 (polyimid),
sdÏlenÌ26 (cellulose acetate butyrate) a citace5,27.

Senzory zaloûenÈ na elektrol˝ze
(ampÈrometrickÈ senzory)

StanovenÌ vlhkosti v tÏchto senzorech je zaloûeno na Fara-
dayovÏ z·konÏ elektrol˝zy. Voda je absorbov·na ve filmu
hydrofilnÌho polymeru: H2O(plyn) H2O(polymer), kter˝ je
v kontaktu s dvÏma elektrodami; p¯Ìsluönou rovnov·hu cha-
rakterizuje konstanta k(abs). Je-li na elektrody vloûeno pot¯e-
bnÈ napÏtÌ, je absorbovan· voda elektrolyticky rozloûena:
H2O(polymer) → H2 + 1/2 O2; rychlost elektrol˝zy lze charak-
terizovat konstantou k(el). MÌrou obsahu vlhkosti je velikost
elektrolytickÈho proudu. Pokud je na elektrody vloûeno dosta-
teËnÏ vysokÈ stejnosmÏrnÈ napÏtÌ, tak aby k(el) > k(abs), je
elektrolytick˝ proud ¯Ìzen rychlostÌ vstupu vody do polymeru
a ta je za danÈ teploty p¯Ìmo ˙mÏrn· obsahu vody v analyzo-
vanÈm plynu.

Senzory tohoto typu, v nichû je na mÌstÏ polymeru film
oxidu fosforeËnÈho, byly pops·ny jiû p¯ed lety28,29 a jsou
doposud pouûÌv·ny pro mÏ¯enÌ velmi nÌzk˝ch ˙rovnÌ vlhkosti.
Jsou velmi citlivÈ, ale v prost¯edÌch s vyööÌ vlhkostÌ majÌ
kr·tkou ûivotnost. N·hradou filmu P2O5 filmem polymer˘
typu Nafionu30 byl problÈm se st·lostÌ senzoru vy¯eöen, avöak
za cenu ztr·ty citlivosti. V pr·ci31 byl pops·n senzor s kompo-
zitnÌm polymerem tvo¯en˝m smÏsÌ Nafionu a P2O5 (Ëi H3PO4),
kter˝ kombinuje v˝hody obou materi·l˘ ñ nÌzk˝ detekËnÌ limit
(jednotky ppm vody) a st·lost v prost¯edÌch o vyööÌ RH. Se
stanovenÌm vlhkosti interferujÌ p·ry niûöÌch alkohol˘ natolik,
ûe senzoru by bylo moûno pouûÌt jako detektoru p¯i separaci
smÏsi alkohol˘ plynovou chromatografiÌ30.

KromÏ Nafionu se v tÏchto senzorech testujÌ i jinÈ poly-
fluorosulfonovanÈ ionexy odvozenÈ nap¯. od 1,1,2,2-tetrafluor-
-2-((trifluorethenyl)oxy)ethansulfonovÈ kyseliny firmy Dow
Chemical Co., USA, kterÈ majÌ niûöÌ ekvivalentovou hmotnost
(od 600) neû Nafion (od 1100) a jsou tudÌû hydrofilnÏjöÌ.

P¯Ìklad konstrukËnÌho uspo¯·d·nÌ ampÈrometrickÈho sen-
zoru vlhkosti je na obr. 2. Z·kladem je zde injekËnÌ jehla
z nerezovÈ oceli s upraven˝m koncem, jejÌû vnÏjöÌ stÏny jsou
chr·nÏny teflonovou trubiËkou. St¯edem jehly, izolovanÏ od
stÏn, proch·zÌ platinov˝ dr·tek. »elnÌ plocha tohoto systÈmu
je zabrouöena do roviny a elektrody jsou p¯ekryty filmem
polymeru. Jehla je v senzoru katodou, platinov˝ dr·tek ano-
dou. Protoûe film polymeru m· pomÏrnÏ velk˝ odpor (MΩ),
b˝v· napÏtÌ na elektrod·ch ¯·du desÌtek volt˘, aby byl ˙bytek
napÏtÌ na tomto odporu vykompenzov·n.

UvedenÈ senzory lze pouûÌt i pro stanovenÌ vody v r˘zn˝ch
rozpouötÏdlech (aceton, acetonitril, diethylether, toluen, he-
xan, dichlormethan, benzen) pokud je polyfluorosulfonovan˝
polymer ochr·nÏn p¯ed p¯Ìm˝m stykem s rozpouötÏdlem p¯e-
krytÌm vhodn˝m ochrann˝m polymerem, kter˝ vöak umoû-
Úuje transport vody. Testov·ny byly kompozitnÌ polymery na
b·zi poly(vinylalkoholu) a deriv·t˘ celulosy32.

Senzory zaloûenÈ na mÏ¯enÌ zmÏn mechanick˝ch
vlastnostÌ

Jsou-li v polymeru, nap¯. v hydroxyethylcelulose33 Ëi po-
ly(vinylalkoholu)34, rozpt˝lena vodiv· zrnka (zpravidla uhlÌ-
kov·), pak v d˘sledku rozmÏrov˝ch zmÏn polymeru p¯i zmÏnÏ
obsahu vody,  doch·zÌ ke zmÏnÏ ohmickÈho  odporu mezi
vodiv˝mi zrnky (princip uhlÌkovÈho mikrofonu); jde o tzv.
swelling-type senzory. Jejich nev˝hodou je znaËn· hystereze
odezvy, ale na druhÈ stranÏ odezva je m·lo z·visl· na teplotÏ
a k mÏ¯enÌ lze pouûÌt stejnosmÏrn˝ proud. Tyto senzory nach·-
zÌ pouûitÌ v meteorologii.

V uveden˝ch senzorech je sice informaËnÌm sign·lem
zmÏna elektronovÈ vodivosti, ale nikoli vodivosti polymeru
samÈho, ale elektronovÈho vodiËe, kter˝ je s polymerem v kon-
taktu. Jde tedy o senzory vyuûÌvajÌcÌ ke stanovenÌ RH mecha-
nick˝ch, nikoli elektrick˝ch vlastnostÌ polymeru. Polymery
s vlastnÌ elektronovou vodivostÌ (odvozenÈ od nap¯. polyace-
tylenu, polyanilinu atd.), kterÈ se rovnÏû pro pouûitÌ v senzo-
rech vlhkosti testujÌ, nejsou do tohoto p¯ehledu zahrnuty.

Mechanick˝ch (rozmÏrov˝ch) zmÏn v polymerech zp˘so-
ben˝ch zmÏnou vlhkosti je d·le vyuûÌv·no v piezorezistoro-
v˝ch senzorech. Film polymeru (nap¯. polyimidu) je nanesen
na pruûnÈ k¯emÌkovÈ membr·nÏ na nÌû jsou vytvo¯eny piezo-
rezistory. MechanickÈ napÏtÌ zp˘sobenÈ deformacÌ filmu po-
lymeru je p¯en·öeno na membr·nu a snÌm·no jako zmÏna
odporu piezorezistor˘35,36, viz obr. 3. Tyto senzory, podobnÏ
jako senzory kapacitnÌ a senzory zaloûenÈ na mÏ¯enÌ zmÏn
hmotnosti (viz d·le) je moûno vyr·bÏt ve formÏ kompatibilnÌ
s integrovanou elektronikou.

Senzory zaloûenÈ na mÏ¯enÌ zmÏn hmotnosti

Vstup vody do polymeru mÏnÌ nejen jeho elektrickÈ a me-
chanickÈ vlastnosti, ale zmÏnÌ i jeho hmotnost. ZmÏny hmot-

Obr. 2. P¯Ìklad ¯eöenÌ ampÈrometrickÈho senzoru vlhkosti; 1 ñ
injekËnÌ jehla (katoda), 2 ñ Pt dr·tek (anoda), 3 ñ PTFE trubiËka. »elo
senzoru je p¯ekryto filmem polymeru. Podle54
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nosti jsou snÌm·ny piezoelektrick˝mi senzory. Piezoelektric-
k˝m senzorem je piezoelektrikum, nap¯. v˝brus k¯emennÈho
krystalu, pokryt˝ filmem polymeru. V uspo¯·d·nÌ zn·mÈm
jako CPC ñ coated piezoelectric crystal (nebo QCM ñ quarz
crystal microbalance, p¯ÌpadnÏ BAW ñ bulk acoustic wave
senzor) se zmÏna hmotnosti filmu polymeru projevÌ zmÏnou
rezonanËnÌ frekvence krystalu. V uspo¯·d·nÌ zn·mÈm jako
SAW ñ surface acoustic wave, se mÏnÌ frekvence povrchovÈho
vlnÏnÌ postupujÌcÌho po povrchu piezoelektrika od vysÌlacÌch
elektrod k elektrod·m p¯ijÌmacÌm. Tyto senzory majÌ ¯adu
velice p¯Ìzniv˝ch vlastnostÌ, nap¯. jsou malÈ, levnÈ, velice
citlivÈ (zmÏny frekvence lze mÏ¯it s vysokou p¯esnostÌ), majÌ
velk˝ dynamick˝ rozsah, lze je vytv·¯et (p¯edevöÌm SAW
senzory) metodami pouûÌvan˝mi p¯i v˝robÏ mikroelektronic-
k˝ch obvod˘ a principi·lnÏ je lze zaintegrovat do k¯emÌkovÈ-
ho Ëipu i s obsluûnou elektronikou. PoslednÏ jmenovan· vlast-
nost je v˝znamn·, protoûe piezoelektrickÈ senzory jsou pouûÌ-
v·ny pro detekci mnoha plyn˘ a par r˘zn˝ch l·tek a jsou
Ëast˝mi komponentami multisenzorov˝ch systÈm˘ zn·m˝ch
jako elektronick˝ nos37-39. ZmÏna RH deformuje obraz odezev
tÏchto senzor˘, takûe v souboru senzor˘ b˝v· jeden urËen pro
mÏ¯enÌ RH analyzovanÈho plynu; pro p¯Ìpravu vöech senzor˘
v souboru tak lze pouûÌt stejnÈ technologie.

KonstrukËnÌ uspo¯·d·nÌ hmotnostnÌch senzor˘ RH je na
obr. 4, jde o uspo¯·d·nÌ obdobnÈ, jako p¯i detekci par jin˝ch
l·tek. Frekvence oscil·toru jsou ¯·du jednotek aû stovek MHz,
zmÏny frekvence zp˘sobenÈ zmÏnou hmotnosti polymeru
jdou ¯·dovÏ do jednotek kHz; spolehlivÏ lze mÏ¯it zmÏny
frekvence ¯·du desetin Hz. SAW senzory umoûÚujÌ pouûÌt
vyööÌch frekvencÌ, coû je z hlediska detekËnÌch limit˘ p¯Ìzni-
vÏjöÌ, protoûe zmÏna frekvence na jednotkovou zmÏnu hmot-
nosti je p¯Ìmo ˙mÏrn· frekvenci oscil·toru.

Jako p¯Ìklad CPC senzor˘ RH je moûno uvÈst senzor
s chemicky modifikovan˝m nitrovan˝m polystyrenem (citli-
vost detekce 40 Hz/% RH)40, senzor s Langmuirov˝m-Blod-

getovÈ filmem palmitoyl celulosy41, senzory s filmy vytv·¯e-
n˝mi plazmovou polymeracÌ ¯ady monomer˘, acetonitrilu,
dinitrilu kyseliny ftalovÈ Ëi malonovÈ, hexamethydisiloxanu
(citlivost jednotky aû desÌtky Hz/% RH)42. Jako p¯Ìklad SAW
senzoru lze uvÈst dvojit˝ senzor pro souËasnÈ stanovenÌ43 CO2
a RH. SystÈm pro detekci vlhkosti obsahoval metodou spin-
coated vytvo¯en˝ film (40 nm) poly(vinylpyrrolidonu), systÈm
pro detekci CO2 film (370 nm) polyimidu. Vhodn˝m chemo-
metrick˝m zpracov·nÌm odezev z obou systÈm˘ bylo moûno
souËasnÏ stanovit RH (10ñ60 %) a obsah CO2 (0,03ñ97 %).
DalöÌmi polymery pouûÌvan˝mi v SAW senzorech byly nap¯.
polyimid44, poly(fenylacetylen)45, poly(ethylenimin)46. V˝raz-
nÈho zlepöenÌ vlastnostÌ senzoru (rozöÌ¯enÌ oboru RH na 0 aû
100 %) bylo dosaûeno vytvo¯enÌm filmu kovu mezi piezoe-
lektrick˝m v˝brusem a polymernÌ vrstvou47. Z uveden˝ch
p¯Ìklad˘ je patrn· rozmanitost materi·l˘ testovan˝ch pro sta-
novenÌ obsahu vlhkosti i spektrum metod pouûÌvan˝ch k vy-
tv·¯enÌ jejich film˘ na piezoelektrickÈm substr·tu.

OptickÈ senzory

V optick˝ch senzorech RH jsou tuhÈ polymery vyuûÌv·ny
jako hydrofilnÌ matrice l·tek, jejichû optickÈ vlastnosti se
mÏnÌ se zmÏnou vlhkosti. Klasick˝m p¯Ìkladem jsou senzory,
v nichû je vyuûÌv·no zn·mÈ zmÏny zabarvenÌ chloridu kobalt-

Obr. 3. Princip piezorezistorovÈho senzoru RH; 1 ñ pruûn· mem-
br·na, 2 ñ film polymeru (polyimid), 3 ñ piezorezistory (p¯i mÏ¯enÌ
jsou zapojeny nap¯. ve vÏtvÌch Wheatstoneova m˘stku)
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Obr. 4. Senzory RH zaloûenÈ na mÏ¯enÌ zmÏn hmotnosti; a ñ dvoji-
ce SAW senzor˘, senzor RH je opat¯en filmem polymeru, referenËnÌ
senzor je od analyzovanÈho prost¯edÌ izolov·n; 1 ñ piezoelektrick˝
substr·t, 2 ñ film polymeru, 3 ñ vysÌlacÌ a p¯ijÌmacÌ elektrody (IDT
ñ interdigital transducers), 4 ñ akustick˝ absorbÈr, 5 ñ oscil·torñvysÌ-
laË, 6 ñ p¯ijÌmaË rozdÌlovÈ frekvence; b ñ BAW senzor; 1 ñ k¯emen-
n˝ v˝brus, 2 ñ elektrody, 3 ñ film polymeru, 4 ñ oscil·tor a mÏ¯iË
frekvence
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natÈho; CoCl2 byl imobilizov·n v ûelatinÏ48, poly(vinylpyro-
lidonu)49 Ëi v celulose a v jejÌch deriv·tech50. ReverzibilnÌ
reakce vody s trifluoracetofenonem imobilizovan˝m v poly-
(vinylchloridu), kter· je spojena se zmÏnou absorpËnÌho spek-
tra, byla vyuûita v pr·ci51. K mÏ¯enÌ RH bylo vyuûito i rever-
zibilnÌ zmÏny optickÈ propustnosti samotnÈ hydroxypropylce-
lulosy52. ZmÏna obsahu vody v polymeru p¯i zmÏnÏ RH
v nÏkter˝ch p¯Ìpadech mÏnÌ jeho solvatochromnÌ vlastnosti,
coû se projevÌ zmÏnou optick˝ch vlastnostÌ barviv, tvo¯ÌcÌch
s polymerem kompozit. Typick˝m p¯Ìkladem je kompozit Na-
fionñ methylenov· mod¯53-56; p¯i hodnot·ch RH blÌzk˝ch nule
je kompozit ûlut˝, s rostoucÌ vlhkostÌ p¯ib˝v· modrÈ formy
barviva. DalöÌm p¯Ìkladem je kompozit Reichardtova barviva
(pouûÌvanÈho k indikaci p¯Ìtomnosti vody v organick˝ch roz-
pouötÏdlech) s poly(methylmetakryl·tem) nebo poly(ethylen-
oxidem)57,58. K optickÈmu zjiöùov·nÌ RH je vyuûÌv·no i vlivu
molekul vody na fluorescenci nÏkter˝ch l·tek. Nap¯. intenzita
fluorescence rhodaminov˝ch barviv v kompozitu s ûelatinou59

nebo hydroxypropylcelulosou60,61 kles· s rostoucÌm obsahem
vody v kompozitu, naopak, intenzita fluorescence metalo-
chromnÌho indik·toru methylcalceinu v poly(ethylenoxidu) Ëi
v kyselinÏ polyakrylovÈ s r˘stem RH roste62. DalöÌ p¯Ìklady
lze nalÈzt v p·ci63.

OptickÈ senzory, v nichû je z·¯enÌ od zdroje k analyzova-
nÈmu mÌstu a odtud k detektoru z·¯enÌ vedeno optick˝mi
vl·kny, tzv. optody (nebo optrody), jsou Ëasto pouûÌv·ny pro
detekci l·tek v kapalnÈm i plynnÈm prost¯edÌ a lze je pouûÌt
tÈû pro mÏ¯enÌ relativnÌ vlhkosti48,49,53,56,57,59,63. »ast· jsou dvÏ
z·kladnÌ uspo¯·d·nÌ optickÈho senzoru. Kompozit polymerñ
aktivnÌ l·tka (CoCl2, barvivo), m˘ûe b˝t nanesen p¯Ìmo na Ë·st
optickÈho vl·kna, kter· je zbavena ochrannÈho obalu (obr. 5a).
P¯i vhodnÏ zvolen˝ch parametrech experimentu nedoch·zÌ
k tot·lnÌmu odrazu svÏtla na rozhranÌ vl·kno ñ kompozit, ale
aû na rozhranÌ kompozit ñ analyzovan˝ plyn, takûe proch·ze-
jÌcÌ z·¯enÌ je modulov·no optick˝mi zmÏnami, k nimû doch·zÌ
v kompozitu jako d˘sledek zmÏny RH analyzovanÈho plynu.
V druhÈm uspo¯·d·nÌ (obr. 5b) je jednÌm optick˝m vl·knem
p¯iv·dÏno z·¯enÌ od zdroje k filmu kompozitu, kter˝ je nane-
sen na reflexnÌ podloûce. Z·¯enÌ se odr·ûÌ od reflexnÌ podloû-
ky, p¯iËemû dvakr·t proch·zÌ kompozitem a druh˝m vl·knem
je vedeno k detektoru z·¯enÌ.

V senzorech s optick˝mi vl·kny je v˝hodnÈ, aby ke zmÏnÏ
optick˝ch vlastnostÌ kompozitu doch·zelo ve viditelnÈ (p¯Ì-
padnÏ blÌzkÈ infraËervenÈ oblasti), kdy lze pouûÌt levn˝ch
optick˝ch vl·ken z plastick˝ch hmot, instrumentace je nen·-
roËn· a pouûÌvan· barviva jsou chemicky st·l·; UV z·¯enÌm
se vÏtöinou rozkl·dajÌ. V tÏchto oblastech z·¯enÌ lze jako
zdroj˘ pouûÌt svÏtloemitujÌcÌ diody. Pot¯ebn· instrumentace
je v tomto p¯ÌpadÏ velice jednoduch·, takûe lze detegovat
zmÏny optick˝ch vlastnostÌ kompozitu souËasnÏ p¯i nÏkolika
vlnov˝ch dÈlk·ch a zÌskanÈ sign·ly vhodn˝m chemometric-
k˝m zp˘sobem zpracovat, nap¯. pouûÌt je jako vstupnÌ sign·ly
umÏl˝ch neuronov˝ch sÌtÌ (ANN ñ artificial neuron network).
Takto bylo dosaûeno podstatnÈho zlepöenÌ vlastnostÌ senzoru
RH s kompozitem Nafionñmethylenov· mod¯56.

KromÏ klasick˝ch optick˝ch vl·ken bylo pro stanovenÌ
vlhkosti vyuûito i plan·rnÌch svÏtlovod˘ (IOW ñ integrated
optical waveguide). Vrstva plan·rnÌho svÏtlovodivÈho mate-
ri·lu  byla  pokryta filmem erythrosinu B  imobilizovanÈho
v polysiloxanu. V p¯Ìtomnosti vodnÌ p·ry se mÏnÌ optickÈ
vlastnosti rozhranÌ svÏtlovodiË/film indik·toru tak, ûe se mÏnÌ

intenzita svÏtla proch·zejÌcÌho svÏtlovodiËem. ZmÏnu inten-
zity z·¯enÌ lze korelovat s RH analyzovanÈho plynu45. V˝ho-
dou tohoto uspo¯·d·nÌ je relativnÏ velk· plocha senzoru expo-
novan· analyzovanÈmu prost¯edÌ (¯·dovÏ cm2), takûe analyt
se do aktivnÌ vrstvy dost·v· z vÏtöÌho objemu analyzovanÈho
plynu a stanovenÌ je tak citlivÈ.

Z·vÏr

St·le rostoucÌ v˝znam polymer˘ nejr˘znÏjöÌch druh˘ po-
uûÌvan˝ch v senzorech vlhkosti (a nejen v nich) je nepochyb-
n˝, d˘vody byly zmÌnÏny na r˘zn˝ch mÌstech v tomto Ël·nku.
Polymery jsou tv·rn˝m materi·lem, jejich vlastnosti lze urËo-
vat jak v˝bÏrem z·kladnÌch komponent, monomer˘, tak i zp˘-
sobem polymerace a dalöÌm zpracov·nÌm, nap¯. tepeln˝m.
PerspektivnÌmi materi·ly jsou rovnÏû kompozity organick˝ch
a anorganick˝ch l·tek, jimû byla, pokud jde o senzory vlhkosti,
doposud vÏnov·na mal· pozornost. NenÌ proto divu, ûe poly-
mery jsou v problematice senzor˘ materi·lem oblÌben˝m
a hled·nÌ jejich nov˝ch typ˘, kterÈ by umoûÚovaly p¯ipravo-
vat senzory s vlastnostmi st·le vÌce se blÌûÌcÌmi tÏm poûa-
dovan˝m, nenÌ prakticky v û·dnÈm ohledu limitov·no.

Obr. 5. Senzory RH s optick˝mi vl·kny; a ñ senzor s aktivnÌ vrstvou
p¯Ìmo na optickÈm vl·knÏ; 1 ñ j·dro optickÈho vl·kna, 2 ñ izolace, 3
ñ kompozit polymer ñ aktivnÌ l·tka, 4 ñ analyzovanÈ prost¯edÌ; b ñ
senzor v reflexnÌm uspo¯·d·nÌ; 1 ñ p¯Ìvod od zdroje z·¯enÌ, 2 ñ v˝stup
k detektoru z·¯enÌ, 3 ñ polymer s aktivnÌ l·tkou, 4 ñ reflexnÌ podloûka,
5 ñ optick· izolace detekËnÌho prostoru s otvory umoûÚujÌcÌmi vstup
analyzovanÈho plynu
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Pr·ce vznikla za finanËnÌ podpory MäMT »R p¯i ¯eöenÌ
˙kol˘ v˝zkumnÈho z·mÏru Ë. J13/98: 113100002.
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P. HrnËÌ¯ov· and F. Opekar (Department of Analytical
Chemistry, Faculty of Science, Charles University, Prague):
Sensors with Solid Polymers for Determination of Relative
Humidity of Gases

Relative humidity sensors in which various kinds of solid
polymers are used as humidity-sensitive materials are re-
viewed. Sensors based on various operation principles, namely
measuring impedance, capacitance, optical, weight and di-
mensional changes and on amperometry are discussed.
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1. ⁄vod

Zwitterionick˝ charakter, ale najm‰ absencia chromofÛ-
rov, fluorofÛrov, alebo elektrofÛrov v molekul·ch v‰Ëöiny
aminokyselÌn1 (AA), ktorÈ by umoûnili ich citliv˙ a selektÌvnu
detekciu, maj˙ za n·sledok, ûe AA sa technikami kapil·rnej
elektroforÈzy (CE) analyzuj˙ prevaûne vo forme deriv·tov
(viÔ naprÌklad prehæadnÈ pr·ce z poslednÈho obdobia2-7). V˝-
ber derivatizaËnej reakcie, vhodnej CE techniky (kapil·rna
zÛnov· elektroforÈza (CZE), micel·rna elektrokinetick· chro-
matografia (MEKC), kapil·rna elektrochromatografia (CEC),
kapil·rna izotachoforÈza (CITP)) a spÙsobu detekcie (predko-
lÛnov·, pokolÛnov·, alebo spojen· s reakciu priamo v kolÛne)
s˙ vz·jomne ˙zko previazanÈ.

Derivatiz·cia AA priamo v CE kolÛne (in-column deriva-
tiz·cia4,5,8-11) je veæmi atraktÌvna (derivatiz·cia a separ·cia
prebiehaj˙ s˙Ëasne, jednoduchÈ experiment·lne usporiadanie
a znÌûenÈ n·roky na manipul·ciu so vzorkou). Na druhej
strane, reprodukovateænosù derivatiz·cie realizovanej t˝mto
spÙsobom je ovplyvnen· injekt·ûou vzorky a Ëinidla, apliko-
van˝m nap‰tÌm, reakËn˝m Ëasom a in˝mi menej z·vaûn˝mi
faktormi9,11. Derivatiz·cia v on-line kombin·cii s CE separ·-
ciou je prakticky nevyhnutn· v monitoringu r˝chlych zmien
AA vo vzork·ch odobrat˝ch zo ûiv˝ch organizmov12.

V tejto pr·ci je venovan· pozornosù derivatizaËn˝m reak-
ci·m AA najm‰ z hæadiska reakËn˝ch podmienok, chemickej
povahy vznikaj˙cich deriv·tov a ich detekcie nav‰zuj˙cej na
CE separ·ciu.

2. Charakteriz·cia derivatizaËn˝ch reakciÌ
a metÛd

Prevaûn· Ëasù derivatizaËn˝ch Ëinidiel pouûÌvan˝ch v CE
aminokyselÌn (tabuæka I) poskytuje deriv·ty, v ktor˝ch je
prÌsluön· funkËn· skupina naviazan· na aminoskupinu AA.
T˝m zanik· zwitterionick˝ charakter v‰Ëöiny AA a deriv·ty
s voænou karboxylovou skupinou s˙ separovateænÈ v anionic-
kom reûime. V menöej miere sa v CE aminokyselÌn vyuûÌvaj˙
derivatizaËnÈ reakcie, ktor˝ch sa z˙ËastÚuje karboxylov· sku-
pina AA (vznik esterov) a rekcie ved˙ce k vzniku elektrone-
utr·lnych deriv·tov (tiohydantoÌn deriv·ty). Pre pokolÛnov˙
detekciu mÙûu byù aplikovanÈ aj Ëinidl· tvoriace s rÙznymi
AA identick˝ produkt.

2 . 1 . T v o r b a i z o i n d o l o v

V CE aminokyselÌn sa najËastejöie vyuûÌvaj˙ derivatizaË-
nÈ reakcie AA poskytuj˙ce izoindoly (schÈma (1) na obr. 1).
NajËastejöie vyuûÌvan˝m derivatizaËn˝m Ëinidlom patriacim
do tejto skupiny je dialdehyd kyseliny o-ftalovej (OPA). OPA
pri laboratÛrnej teplote, v z·saditom prostredÌ a v prÌtomnosti
tiolu reaguje prakticky okamûite s prim·rnymi AA (tabuæ-
ka II), za vzniku 1-alkyltio-2-alkyl-substituovan˝ch izoindo-
lov13. Reakciu sprev·dza len obmedzen· tvorba detekciu ru-
öiacich interferentov a preto m· predpoklady na vyuûitie k de-
rivatiz·cii AA priamo v separaËnej kapil·re8,9,11,14 v spojenÌ
s veæmi citlivou fluorescenËnou alebo elektrochemickou de-
tekciou.

Niûöia stabilita deriv·tov, tvorba zmesn˝ch a viacn·sobne
derivatizovan˝ch produktov a nepouûiteænosù k detekcii se-
kund·rnych AA (cit.13,15) s˙ obmedzuj˙ce faktory pouûitia
OPA v CE. K zv˝öeniu stability vznikaj˙cich produktov sa
vyuûÌvaj˙ nukleofily alternatÌvne k 2-merkaptoetanolu (kyse-
lina 3-merkaptopropiÛnov·, N-acetyl-L-cysteÌn, Boc-L-cyste-
Ìn, N-acetyl-D-penicilamÌn, N-izobutyryl-L-cysteÌn, 2,3,4,6-
-tetra-O-acetyl-1-tio-β-D-glukopyranÛza, HS , CNñ)11,15-17.
RieöenÌm je aj n·hrada OPA nov˝mi Ëinidlami (naftalÈn-2,3-
-dikarboxyaldehyd (NDA); 3-(4-karboxybenzoyl)-2-chinolÌn-
-karboxyaldehyd)18-20.

2 . 2 . T v o r b a t i o k a r b a m y l / t i o h y d a n t o i n
d e r i v · t o v

Skupina Ëinidiel poskytuj˙ca tiokarbamyl a n·sledne tio-
hydantoÌn deriv·ty AA (schÈma (2) na obr. 1) m· v molekule
reaktÌvnu izotiokyan·tov˙ funkËn˙ skupinu. »inidl· reaguj˙
nielen s voænou aminoskupinou, ale aj s OHñ iÛnmi, priËom
r˝chlostnÈ konötanty oboch reakciÌ s˙ podobnÈ21,22. DÙsled-
kom tohoto s˙ relatÌvne dlhÈ reakËnÈ Ëasy a praktick· vyuûi-
teænosù len v prÌpadoch, ak vzorka obsahuje AA v relatÌvne
vysok˝ch koncentr·ciach23. Aj keÔ je pracovn˝ postup cha-
rakteristick˝ pre t˙to skupinu derivatizaËn˝ch Ëinidiel dosù
zdÂhav˝, v prÌpade derivatiz·cie optick˝ch izomÈrov mÙûe byù
jednoduchöÌ a r˝chlejöÌ ako pri pouûitÌ Ëinidiel prin·leûiacich
do in˝ch skupÌn24,25. Na rozdiel od Ëinidiel tvoriacich s AA izo-

O3

–
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Tabuæka I
DerivatizaËnÈ Ëinidl· pouûÌvanÈ v CE anal˝ze aminokyselÌn

Charakteristika reakcie DerivatizaËnÈ Ëinidloa

Tvorba izoindolov OPA9, NDA19, CBQCA20, IDA14

Tvorba tiokarbamyl/tiohydantoin deriv·tov PITC31, DABITC74, FITC22, GITC24, NPITC75, SNEIT25, SAMBI25, PAPITC35,
ILITC76, DBD-NCS32, PDITC77, CDITC78, AITC26, BITC26, BEITC26, PEITC26,
TCITC27, TRITC29, NBD-PyNCS79

Tvorba sulfonamidov Dns-Cl34, Dbs-Cl80, BANS-Cl35

Tvorba amidov
(i) ätiepenie sukcinimidyl esteru SINC42, SET43, DCCS43, SEDC40, SETC27, NAS35, AQC41, SEP44, CFSE39

(ii) Reakcia acyl ñ halogenidu DNB-Cl47, ARC-Cl45, CRA-Cl46, CRP-Cl45

(iii) Reakcia anhydridu DBT51, DAT51, AKC81

Tvorba uret·nov FMOC-Cl52, FLEC-Cl53, AEOC-Cl82, APOC-Cl83

Tvorba N-aryl aminokyselÌn DNFB65, DNFB-L-Ala84, NBD-F64, FDNDEA60, TNBS62

InÈ derivatizaËnÈ reakcie fluorescamin66, MDF35, DTNB69, pyridoxal35, PQQ68, HLTE67, alkoholy (estery
AA)72, Cu2+ chel·t70, N-terc-butyloxykarbonyl deriv·ty73

a Zoznam pouûit˝ch skratiek

indoly mÙûe byù pracovn˝ postup komplikovan˝ aj potrebou
izolovaù nadbytok Ëinidla a vedæajöie reakËnÈ produkty22,26. Na
druhej strane, reaktivitu izotiokyan·tovej skupiny charakte-
rizuje dobr· selektivita k prim·rnym a sekund·rnym amino-
skupin·m (fenolickÈ hydroxyly ani imidazolovÈ skupiny AA
nereaguj˙). Izotiokyan·ty do molek˙l AA vn·öaj˙ fluorofÛry
(fluoresceÌn, tetrametylrodamÌn), ktorÈ maj˙ vysokÈ mol·rne
absorptivity a vysokÈ kvantovÈ v˝ùaûky fluorescencie aj v po-
rovnanÌ s deriv·tmi tak˝ch Ëinidiel ako s˙ OPA, NDA, alebo
danzyl (Dns)-Cl. DetekËnÈ limity AA derivatizovan˝ch fluo-
resceÌn izotiokyan·tom28 a tetrametylrodamÌn izotiokyan·-
tom29 s˙ na ˙rovni 10-21 mol (10-12 mol.l-1). Spojenie takejto
extrÈmnej detekËnej citlivosti s vysokou selektivitou d·va
predpoklady pre ich vyuûitie v ultrastopovej anal˝ze AA aj
v zloûit˝ch biologick˝ch matriciach30. Prinajmenöom dve z Ëi-
nidiel vyuûÌvaj˙cich tvorbu tiohydantoÌn deriv·tov maj˙ oso-
bitnÈ postavenie v r·mci celÈho s˙boru derivatizaËn˝ch metÛd
pre AA a peptidy. S˙ to fenyl izotiokyan·t31 (PITC) a 7-[(N,N-
-dimetylamino)sulfonyl]-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl  izotiokya-
n·t32, ktorÈ umoûÚuj˙ spoæahliv˙ sekvenËn˙ anal˝zu proteÌ-
nov a peptidov (Edmanov sekvenËn˝ postup). DruhÈ zo spo-
mÌnan˝ch Ëinidiel je alternatÌvou k PITC a jeho prednosùou je
tvorba intenzÌvne fluoreskuj˙cich deriv·tov.

2 . 3 . T v o r b a s u l f o n a m i d o v

Tvorbu sulfonamidov charakterizuje reakËn· schÈma (3)
na obr. 1. Deriv·ty AA s˙ vo vöeobecnosti stabilnÈ a v CE
dobre detegovateænÈ33,34. DerivatizaËn˝ postup je jednoduchöÌ
a r˝chlejöÌ (hoci v niektor˝ch prÌpadoch s˙ poûadovanÈ vyööie
teploty), naprÌklad v porovnanÌ s prÌpravou tiohydantoÌn deri-
v·tov35. Potreba odstr·niù potenci·lne interferenty (nadbytok
Ëinidla a jeho hydrolytickÈ produkty) vöak zost·va36, pretoûe
treba uvaûovaù riziko spont·nnej reakcie nadbytku Ëinidla
(naprÌklad Dns-Cl) s AA deriv·tmi za vzniku fluoreskuj˙ceho
amidu (Dns-amidu). Nev˝hodou je niûöia reakËn· selektivita
sulfonylchloridov. Tieto, okrem prim·rnych a sekund·rnych
aminoskupÌn, reaguj˙ aj s fenolick˝mi hydroxy- a imidazolo-
v˝mi skupinami AA, priËom reakËnÈ v˝ùaûky veæmi z·visia

od koncentr·cie Ëinidla. V kontexte s tvorbou sulfonamidov
je potrebnÈ poznamenaù, ûe danzyl·cia je jedinou beûnou
derivatizaËnou reakciou, ktor· je vhodn· na spoæahliv˙ detek-
ciu a stanovenie cystÌnu37.

2 . 4 . T v o r b a a m i d o v

Deriv·ty AA vyznaËuj˙ce sa amidickou v‰zbou AA na
Ëinidlo s˙ veæmi stabilnÈ38 a ich prÌprava je obvykle jedno-
duch·. V literat˙re bola opÌsan· prÌprava amidov prinajmen-
öom tromi spÙsobmi: (i) ötiepenÌm sukcinimidyl esteru v mo-
lekule Ëinidla pri reakcii s AA, (ii) reakciou acyl-halogenidu
a (iii) reakciou esteru s AA.

»inidl· s reaktÌvnou sukcinimidyl esterovou  funkËnou
skupinou s˙ najËastejöie vyuûÌvanÈ l·tky viaû˙ce fluorofÛr na
AA amidickou v‰zbou (schÈma (4a) na obr. 1). Ich hydroly-
tick· stabilita je dan· povahou fluorofÛru naviazanÈho na ester
a naprÌklad, sukcinimidyl estery trikarbocyanÌnov˝ch farbÌv
hydrolyzuj˙ veæmi æahko, k˝m ich izotiokyan·ty s˙ podstatne
stabilnejöie27. V prÌpade fluoresceÌnu je situ·cia obr·ten·39. Vo
vöeobecnosti je pre sukcinimidyl estery a ich AA deriv·ty
charakteristick· hydrol˝za pri vyööÌch hodnot·ch pH (cit.40).
Na druhej strane, ich reakËnÈ r˝chlosti s aminoskupinami s˙
o  viac ako jeden dekadick˝  poriadok  vyööie v porovnanÌ
s koreöponduj˙cimi izotiokyan·tmi (naprÌklad v prÌpade fluo-
resceÌnu) a tieto Ëinidl· derivatizuj˙ AA obsiahnutÈ vo vzorke
aj na nanomol·rnej koncentraËnej ˙rovni39 (o tri dekadickÈ
poriadky niûöie koncentr·cie v porovnanÌ s prÌsluön˝mi izo-
tiokyan·tmi40). NiektorÈ Ëinidl· tejto skupiny sa vyznaËuj˙
prakticky okamûitou reakciou s AA (6-aminochinolyl-N-hy-
droxysukcinimidoyl karbam·t41 a sukcinimido α-naftylkarba-
m·t42). Celkov˝ derivatizaËn˝ postup s uveden˝mi Ëinidlami
je jednoduch˝, pretoûe produkty r˝chlo hydrolyzuj˙ceho nad-
bytku Ëinidla (vzhæadom na ich nÌzku fluorescenciu) nie je
potrebnÈ  z  reakËnej  zmesi odstraÚovaù. Na  druhej strane,
interferencie hydrolytick˝ch produktov s˙ v˝znamnÈ pre v‰Ë-
öinu ostatn˝ch derivatizaËn˝ch reakciÌ prin·leûiacich do tejto
skupiny40,43. ProstrednÌctvom sukcinimidyl esteru sa za mier-
nych reakËn˝ch podmienok vn·öaj˙ do molek˙l AA veæmi

Chem. Listy 94, 347 ñ 354 (2000) Refer·ty

348



citlivo detegovateænÈ fluorofÛry (cyanÌnovÈ27,40, pyronÌnovÈ44,
tiazÌnovÈ43, rodamÌnovÈ a fluoresceÌnovÈ39 farbiv·).

Deriv·ty vznikaj˙ce reakciou acylhalogenidu s AA (schÈ-
ma (4b) na obr. 1) sa vyznaËuj˙ veæmi dobrou stabilitou. De-

(1)

(2)

(3)

(4a)

(4b)

(4c)

(5)

(6)

Obr. 1. SkupinovÈ reakËnÈ schÈmy charakterizuj˙ce derivatizaËnÈ reakcie aminokyselÌn v CE. (1) Tvorba izoindolov; (2) tvorba
tiokarbamyl/tiohydantoin deriv·tov; (3) tvorba sulfonamidov; (4) tvorba amidov: a) ötiepenÌm sukcinimidyl esteru v Ëinidle, b) reakciou
acyl-halogenidu, c) reakciou anhydridu; (5) tvorba uret·nov; (6) tvorba N-aryl aminokyselÌn. DET = detekËne aktÌvna Ëasù molekuly
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Tabuæka II
Charakteriz·cia derivatizaËn˝ch reakciÌ najËastejöie pouûÌvan˝ch v CE aminokyselÌn

»inidlo R˝chlosùa Teplotab DerivatizaËn˝ Derivatiz·cia Stabilita
reûimc 2∞AAd deriv·tue

OPA +++ lab pre, post, in ñ +
NDA ++ lab pre ñ +/++
CBQCA ++ lab pre, in ñ ++
PITC ++f; +g lab/+ pre + ++
FITC ++f; +g pre + ++
Dns-Cl ++ lab/+ pre + ++/+++
Dbs-Cl ++ + pre + +++/++
AQC +++ lab pre + ++/+
SEDC ++/+++ lab pre + ++/+
FMOC-Cl +++ lab pre + +++
AEOC-Cl +++ lab pre + +++
DNFB ++ lab pre + +++/++
NBD-F +++ pre, post + +++
Fluorescamin +++ + pre, post, in ñ ++

a äk·la r˝chlosti reakcie: +++ = sekundy aû min˙ty, ++ = desiatky min˙t aû hodina, + = viac ako hodina; b reakËn· teplota: + =
zv˝öen·, lab = laboratÛrna; c derivatiz·cia: pre = predkolÛnov·, post = pokolÛnov·, in = priamo v kolÛne; d reakcia so
sekund·rnymi AA: + = Ëinidlo reaguje, ñ = Ëinidlo nereaguje; e stabilita deriv·tov v roztoku: +++ = dlhodob· (dni), ++ =
kr·tkodob· (hodiny), + = nÌzka (min˙ty); f tiokarbamyl; g tiohydantoÌn

tekËn· citlivosù novöie pripraven˝ch fluorogÈnnych deriv·-
tov45,46 a UV ûiarenie absorbuj˙cich dinitrobenzoyl deriv·-
tov47 (DNB) je len priemern·. V prÌpade DNB je pozoruhodn·
derivatiz·cia Ëinidlom naviazan˝m na pevn˝ polymÈrny no-
siË48. Tento spÙsob derivatiz·cie mÙûe byù v˝znamn˝m prÌ-
nosom v celkovom zjednoduöenÌ pracovnÈho postupu, pretoûe
eliminuje purifik·ciu reakËnej zmesi.

ZdÂhav˝ a n·roËn˝ pracovn˝ postup (reakcia v nevodnom
prostredÌ49-51) mÙûe byù dÙvodom, preËo sa na prÌpravu ami-
dick˝ch deriv·tov AA pouûÌvaj˙ anhydridy len zriedkavo
(schÈma (4c) na obr. 1).

2 . 5 . T v o r b a u r e t · n o v

Skupinu Ëinidiel, ktorÈ reaguj˙ s AA za vzniku uret·nov
(schÈma (5) na obr. 1) charakterizuje prakticky okamûit· re-
akcia a veæmi mierne reakËnÈ podmienky52,53. Najzn·mejöÌm
Ëinidlom patriacim do tejto skupiny je 9-fluorenylmetylchlo-
roform·t (FMOC-Cl). V˝ùaûok reakcie pre toto Ëinidlo je
konötantn˝ v öirokom intervale mol·rneho pomeru Ëinidla
k analytu54, priËom detekËn· citlivosù deriv·tov vo fluores-
cenËnom reûime optickej detekcie je podobn· ak˙ maj˙ izo-
indoly. Citlivosù v absorpËnom reûime je vyööia a naprÌklad
absorptivita antracÈnovÈho fluorofÛru 2-(9-antryl)etyl chloro-
form·tu (AEOC-Cl) pri vlnovej dÂûke jeho absorpËnÈho maxi-
ma (256 nm) je aû 180000 l.mol-1.cm-1 (cit.55) (pravdepodobne
najcitlivejöia UV absorbËn· fotometrick· detekcia AA). Na
rozdiel od izoindolov, uret·ny s˙ vytv·ranÈ reakciou prim·r-
nych aj sekund·rnych AA. T·to skutoËnosù bola vyuûit· pri
selektÌvnom stanovenÌ sekund·rnych AA vedæa prim·rnych
kombin·ciou OPA a FMOC-Cl (cit.56). œalöÌm v˝znamn˝m
rozdielom v porovnanÌ s izoindolmi je mimoriadna stabilita
uret·nov. UvedenÈ vlastnosti podmieÚuj˙ öirokÈ praktickÈ
vyuûitie tohto derivatizaËnÈho prÌstupu52,56. Jeho najv·ûnejöia

nev˝hoda s˙visÌ s tendenciou nadbytku Ëinidla vytv·raù hy-
drolytickÈ produkty interferuj˙ce v detekcii. Nadbytok Ëinidla
mÙûe v niektor˝ch prÌpadoch spont·nne reagovaù s deriv·tmi
AA a so svojim hydrolytick˝m produktom v reakËnej zme-
si57,58. Preto v pracovnom postupe musÌ byù zahrnutÈ odstr·-
nenie interferentov extrakciou, alebo reakciou nadbytku Ëinid-
la s vhodn˝m amÌnom54. Poûiadavky na minim·lnu koncen-
tr·ciu analytu vo vzorke59 (10-7 mol.l-1) a niûöia selektivita
reakcie (reakcia s imidazolom histidÌnu a s fenolick˝m hydro-
xylom tyrozÌnu) s˙ Ôalöie, avöak aj pre v‰Ëöinu derivatizaË-
n˝ch metÛd typickÈ obmedzenia.

2 . 6 . T v o r b a N - a r y l a m i n o k y s e l Ì n

Aromatick· nukleofiln· substit˙cia (schÈma (6) na obr. 1)
je klasickou reakËnou schÈmou v derivatiz·cii AA. »inidl·
patriace do tejto skupiny s˙ charakterizovanÈ vysokou stabi-
litou produktov60 a reakËnou r˝chlosùou ktor· ich predurËuje
k pouûitu len v predkolÛnovom derivatizaËnom reûime. äpe-
cificita derivatizaËnej reakcie mÙûe z·visieù od stupÚa sub-
stit˙cie aromatickÈho systÈmu Ëinidla (naprÌklad, 2,4-dini-
trofluÛrbenzÈn61 (DNFB) na rozdiel od 2,4,6-trinitrobenzÈn-
sulfÛnovej  kyseliny62 (TNBS) reaguje  okrem  tiolov˝ch  aj
s imidazolov˝mi skupinami a fenolick˝mi hydroxylmi AA).
OsobitnÈ postavenie DNFB v r·mci tejto skupiny je danÈ jeho
schopnosùou ötiepiù koncov˙ AA v proteÌnoch a peptidoch63.
Optick· a elektrochemick· detekcia produktov Ñklasick˝chì
Ëinidiel tejto skupiny (DNFB a TNBS) je selektÌvna, ale m·lo
citliv· v porovnanÌ s fluorescenËnou detekciou AA vo forme
ich izoindolov, uret·nov alebo amidov ak s˙  fluorofÛrmi
cianÌn, rodamÌn alebo fluoresceÌn.

7-Fluoro-4-nitrobenzo-2,1,3-oxadiazol64 (NBD-F) je vhod-
nou alternatÌvou k DNFB a TNBS, pretoûe okrem vysokej
detekËnej selektivity a citlivosti intenzÌvne fluoreskuj˙cich
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Tabuæka III
Detekcia v CE najËastejöie vyuûÌvan˝ch deriv·tov aminokyselÌn

»inidlo DetekËn· technikaa Citlivosùb Selektivitac DId

OPA FD (325ñ350 nm), AD (UV), ED +++,+/++,++ ++,+/++,++ ñ
NDA FD (442ñ488 nm), AD (420 nm), ED +++,++/+,++ +++/++,++/+++,++ ñe

CBQCA FD (442 nm) +++/++ +++/++ ñ
PITC AD (UV), ED +,+/++ +,++ +
FITC FD (490 nm) +++ +++/++ +
Dns-Cl FD, AD (325 nm) ++,+/++ ++,+/++ +
Dbs-Cl AD (458 nm) ++/+ ++/+++ +
AQC FD, AD (UV) ++,+/++ ++,+/++ ñ
SEDC FD (667 nm) +++ +++ +
FMOC-Cl FD, AD (248ñ265 nm) ++/+++,+/++ ++,+ +
AMOC-Cl FD, AD (256ñ386 nm) +++/++,+++/++ ++,++ +
DNFB AD (UV, VIS), ED +,++ ++/+++,++ +
NBD-F FD (464ñ488 nm) ++ +++ ñ
Fluorescamin FD (780 nm) +++ +++ +f

a FD ñ fluorescenËn·, AD ñ absorpËn·, ED ñ elektrochemick· detekcia; b ök·la citlivosti detekcie: +++ = amol-ymol, ++ = fmol,
+ = pmol; c ök·la selektivity detekcie: +++ = vysok·, ++ = dobr·, + = nÌzka; d detekËnÈ interferencie (DI): ñ = nev˝znamnÈ, + =
v˝znamnÈ v dÙsledku nadbytku Ëinidla a/alebo tvorby vedæajöÌch reakËn˝ch produktov; e ûlt˝ precipit·t; f laktÛny

AA deriv·tov umoûÚuje aj jednoduch˝ a r˝chly pracovn˝
postup pre pred- a pokolÛnov˝ derivatizaËn˝ reûim, nakoæko
samotnÈ Ëinidlo nefluoreskuje. V˝hodou vnesenia m·lo ob-
jemnÈho substituenta do molekuly AA (naprÌklad tvorba N-
-aryl AA) s˙ dobrÈ elektroforetickÈ vlastnosti deriv·tov65.

2 . 7 . M e n e j p o u û Ì v a n È d e r i v a t i z a Ë n È
r e a k c i e

V tejto Ëasti s˙ diskutovanÈ derivatizaËnÈ reakcie, ktorÈ
neprin·leûia do vyööie uveden˝ch skupÌn a s˙ pouûÌvanÈ v spo-
jenÌ s CE separ·ciami AA len sporadicky.

Fluorescamin sa v CE aminokyselÌn nepouûÌval pre jeho
nev˝hody (nereaguje so sekund·rnymi AA, pracovn˝ postup
musÌ zohæadÚovaù nestabilitu Ëinidla a jeho nÌzku rozpustnosù
vo vode, vznik vedæajöÌch produktov, ako aj poûiadavku na
zv˝öen˙ teplotu)35. PouûitÌm nov˝ch detekËn˝ch prÌstupov
(lasery s vysokou intenzitou svetelnÈho toku) vöak boli spoz-
nanÈ prednosti tohto Ëinidla66 (mimoriadne vysok· detekËn·
citlivosù a selektivita v dÙsledku neobvyklej vlnovej dÂûky
pouûitej v excit·cii (viÔ tabuæka III) a derivatiz·cie AA obsiah-
nut˝ch vo vzork·ch aj na veæmi nÌzkej koncentraËnej ˙rovni).

Z ÔalöÌch Ëinidiel si zasluhuje pozornosù 2-metoxy-2,4-
-difenyl-3-(2H)-furanÛn (MDF), ktor˝ na rozdiel od svojich
deriv·tov AA nefluoreskuje35. Veæmi öpecifickÈ urËenie m·
reakcia pyridoxalu s NaBT3, ktorou sa pripravuj˙ deriv·ty
detegovateænÈ extrÈmne selektÌvnou r·diometrickou detekci-
ou35. Na druhej strane, hydrochinÛny67 a chinÛny (a ich sub-
stituovanÈ analÛgy68) mÙûu v anal˝ze AA kombinovaù v˝hody
elektrochemickej aj optickej detekcie.

Rieöenie praktick˝ch ˙loh Ëasto vyûaduje vysok˙ reakËn˙
selektivitu Ëinidla. V tomto ohæade je prÌkladom 5,5¥-ditio-
bis[2-nitrobenzoov· kyselina] (DTNB), ktor· umoûÚuje öpe-
cifick˙ detekciu tio-AA (cit.69). Osobitn˝m prÌpadom je po-
uûitie kovov˝ch iÛnov k veæmi selektÌvnej detekcii AA. Bolo
zistenÈ, ûe AA tvoriace s Cu(II) stabilnÈ chel·ty (naprÌklad

histidÌn) mÙûu byù v tejto forme aj veæmi selektÌvne detego-
vanÈ70.

CE separ·cie esterov AA sa sp·jaj˙ s vyuûitÌm negatÌvne
nabit˝ch chir·lnych selektorov, ako s˙ deriv·ty cyklodextrÌ-
nov71 a crown Ètery72. N-terc-butyloxykarbonyl deriv·ty AA
(prekurzory v syntÈze peptidov) boli pripravenÈ za ˙Ëelom
öt˙dia rozdielov interakciÌ N-blokovan˝ch a natÌvnych AA
s teicoplaninom73.

3. Z·ver

DerivatizaËnÈ Ëinidl· a postupy v s˙Ëasnosti ötudovanÈ
v spojenÌ s anal˝zou AA technikami CE vych·dzaj˙ najm‰
z pr·c venovan˝ch kvapalinovej chromatografii AA. Ich im-
plement·cia do CE vyûaduje obvykle len menöiu modifik·ciu
syntetick˝ch postupov. Na druhej strane CE pon˙ka do anal˝-
zy AA istÈ v˝hody s˙visiace, naprÌklad s vysokou separaËnou
˙Ëinnosùou CZE a MEKC a znÌûen˝mi n·rokmi na mnoûstvo
analyzovanej vzorky a derivatizaËnÈho Ëinidla. äk·la deriva-
tizaËn˝ch Ëinidiel pouûÌvan˝ch v CE sa vöak v porovnanÌ
s HPLC v˝znamnejöie nez˙ûila. Je to danÈ t˝m, ûe kaûd·
z derivatizaËn˝ch reakciÌ m· svoje öpecifik· a doposiaæ nebolo
n·jdenÈ Ëinidlo, ktorÈ by splnilo vöetky, Ëasto rozpornÈ, ana-
lytickÈ poûiadavky. NaprÌklad, tvorba izoindolov m· prednos-
ti v r˝chlosti reakcie a v minime interferenciÌ spojen˝ch s prÌ-
tomnosùou Ëinidla v reakËnej zmesi. Na druhej strane t·to
skupina Ëinidiel reaguje v˝luËne s prim·rnymi AA. NiektorÈ
z izotiokyan·tov (naprÌklad PITC) s˙ aplikovateænÈ pri urËo-
vanÌ sekvencie AA v proteÌnoch a peptidoch pouûitÌm CE aj
keÔ zo vöeobecnÈho pohæadu nepredstavuj˙ skupinu vhodn˙
pre univerz·lne vyuûitie (zdÂhav˝ derivatizaËn˝ postup, po-
ûiadavka kladen· na veækosù vzorky, interferencie Ëinidla,
derivatiz·cia amino aj karboxylovej funkËnej skupiny AA).
Tvorba uret·nov spÂÚa mnohÈ z poûiadaviek Ñide·lnejì deri-
vatizaËnej metÛdy pre AA. Interferencie poch·dzaj˙ce od
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nadbytku Ëinidla a niûöia reakËn· selektivita limituj˙ jeho
aplikovateænosù. AEOC-deriv·ty AA mÙûeme pravdepodobne
povaûovaù za alternatÌvu ved˙cu k najcitlivejöej detekcii AA
beûn˝mi fotometrick˝mi technikami zaloûen˝mi na absorbcii
svetla. Na druhej strane, niektorÈ derivatizaËnÈ Ëinidl· (DNB-
-Cl) poskytuj˙ deriv·ty AA, ktor˝ch detekËnÈ vlastnosti sa
navz·jom lÌöia (absorpËnÈ maxim· prim·rnych a sekund·r-
nych DNB-deriv·tov s˙ vz·jomne posunutÈ o 26 nm). Touto
cestou sa d· vniesù do detekcie AA prvok selektivity. Sukci-
nimidyl estery s˙ vhodnÈ na vn·öanie fluorofÛrov do molek˙l
AA, ktorÈ ved˙ k ich extrÈmne citlivej detekcii. FluorescamÌn
eliminuje nedostatok drvivej v‰Ëöiny derivatizaËn˝ch postu-
pov, ktor˝m s˙ n·roky na relatÌvne veækÈ mnoûstvo derivati-
zovanej vzorky. InÈ z derivatizaËn˝ch Ëinidiel, DTNB, m·
potenci·lne v˝znamnÈ aplikaËnÈ moûnosti v selektÌvnej de-
tekcii tio-AA, zatiaæ Ëo reakcia AA s Dns-Cl je v s˙Ëasnosti
pravdepodobne jedinou beûnou derivatizaËnou reakciou, kto-
r· umoûÚuje spoæahliv˙ detekciu a stanovenie cystÌnu. Dinit-
rofenyl deriv·ty maj˙ veæmi dobrÈ elektroforetickÈ vlastnosti
a syntÈza umoûÚuje prÌpravu analyticky dobre definovan˝ch
produktov. R·dioaktÌvne znaËenie v spojenÌ s pouûitÌm pyri-
doxalu umoûÚuje vysoko citliv˙ a extrÈmne selektÌvnu r·dio-
metrick˙ detekciu AA. Z uvedenÈho je zreteæn· potreba pouûÌ-
vania v‰Ëöieho poËtu derivatizaËn˝ch Ëinidiel a postupov v CE
aminokyselÌn, ale aj v˝zva na v˝voj funkËne cielen˝ch Ëini-
diel.

T·to pr·ca bola finanËne podporen· Slovenskou granto-
vou agent˙rou pre vedu (projekt No. 1/4138/97).

Z o z n a m p o u û i t ˝ c h s k r a t i e k
p r e d e r i v a t i z a Ë n È Ë i n i d l ·

AEOC-Cl 2-(9-antryl)etyl chloroform·t
AITC alylizotiokyan·t
AKC anhydrid kyseliny citrakÛnovej
APOC-Cl (+)/(ñ)-1-(9-antryl)-2-propyl chloroform·t
AQC 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidoyl kar-

bam·t
ARC-Cl akridÛn-N-acetyl chlorid
BANS-Cl 5-di-n-butylaminonaftalÈn-1-sulfonyl chlorid
BEITC but-3-enyl izotiokyan·t
BITC benzyl izotiokyan·t
CBQCA 3-(4-karboxybenzoyl)-2-chinolÌn-karboxyalde-

hyd
CDITC (1S/1R,2S/2R)-N-[(2-izotiokyanato)cyklohexyl]-

-6-metoxy-4-chinolinylamid
CFSE 5-karboxyfluorescein sukcinimidyl ester
CRA-Cl karbazol-9-yl-acetyl chlorid
CRP-Cl karbazol-9-yl-propionyl chlorid
DABITC dimetylaminoazobenzÈn izotiokyan·t
DAT (+)-O,O¥-diacetylanhydrid kyseliny L-vÌnnej
DBD-NCS 7-[(N,N-dimetylamino)sulfonyl]-2,1,3-benzo-

xadiazol-4-yl izotiokyan·t
Dbs-Cl 4-dimetylaminoazobenzÈn-4-sulfonyl chlorid
DBT (+)-O,O¥-dibenzoylanhydrid kyseliny L-vÌnnej
DCCS sukcinimidyl ester 7-(dietylamino)kumarÌn-3-

-karboxylov· kyselina
DNB-Cl 3,5-dinitrobenzoyl chlorid
DNFB 2,4-dinitrofluÛrbenzÈn

DNFB-L-Ala 1-fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-alanÌn
Dns-Cl 5-dimetylaminonaftalÈn-1-sulfonyl chlorid
DTNB 5,5¥-ditiobis[2-nitrobenzoov· kyselina]
FDNDEA N,N-dietyl-2,4-dinitro-5-fluoroanilÌn
FITC fluoresceÌn izotiokyan·t
FLEC-Cl (+)-/(ñ)-1-(9-fluorenyl)etyl chloroform·t
FMOC-Cl 9-fluorenylmetyl chloroform·t
GITC 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-glukopyranozyl izo-

tiokyan·t
HLTE gama-laktÛn tetrahydropyranyl Èter
IDA 1-metoxykarbonylindolizÌn-3,5-dikarboxyal-

dehyd
ILITC izoluminol izotiokyan·t
MDF 2-metoxy-2,4-difenyl-3-(2H)-furanÛn
NAS N-acetoxysukcinimid
NBD-F 7-fluoro-4-nitrobenzo-2,1,3-oxadiazol
NBD-PyNCS R-(ñ)/S-(+)-4-(3-izotiokyanatopyrolidÌn-1-yl)-

-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol
NDA naftalÈn-2,3-dikarboxyaldehyd
NPITC 4-nitrofenyl izotiokyan·t
OPA dialdehyd kyseliny o-ftalovej
PAPITC p-fenylazofenyl izotiokyan·t
PDITC (1S,2S)-N-[(2-izotiokyanato)-cyklohexyl)-pi-

valinoyl]amid
PEITC fenyletyl izotiokyan·t
PITC fenyl izotiokyan·t
PQQ redoxn˝ koenz˝m pyrolochinolÌn chinÛn
SAMBI (S)-1-fenyletylizotiokyan·t
SEDC sukcinimidyl ester dikarbocyanÌn
SEP sukcinimidyl ester pyronÌn
SET sukcinimidyl ester tiazÌn
SETC sukcinimidyl ester trikarbocyanÌn
SINC sukcinimido α-naftylkarbam·t
SNEIT (S)-1-(1-naftyl)etyl izotiokyan·t
TCITC trikarbocyanÌn izotiokyan·t
TNBS 2,4,6-trinitrobenzÈnsulfÛnov· kyselina
TRITC tetrametylrodamÌn izotiokyan·t
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P. Mikuö and D. Kaniansky (Department of Analytical
Chemistry, Faculty of Natural Science, Comenius University,
Bratislava, Slovak Republic): Derivatization Reactions in
Capillary Electrophoresis of Amino Acids

The article deals with derivatization reactions employed
in capillary electrophoresis (CE) of amino acids (AA). Cur-

rently preferred reactions are classified into seven groups
according to their reaction mechanisms and schemes. Many
of them were originally developed for liquid chromatogra-
phy of AA and their implementation in CE usually requirer
minor modifications of the working conditions depending
on specificities of the process. So far, more than fifty deri-
vatization reactions of AA have been reported in the literatu-
re in the context of CE. This apparently reflects not only
different reactivities of AA with different derivatization agents
but also different envisaged applications of CE. Therefore,
in some instances, requirements for high reaction rates deter-
mine the choice (e.g., post-column derivatizations of AA,
in vivo monitoring of AA in microdialysates from biologi-
cal processes). On the other hand, a need for the detection
of amol-zmol amounts of AA may be often better met by
the reactions characterized by lower reaction rates. Some of
the derivatization agents provide very selective detections of
a specific class of AA, e.g., detection of sulfanyl amino acids
based on their reactions with 2,2í-dinitro-5,5í-disulfonyl-di-
benzoic) acid. So far, only a limited number of the derivatiza-
tion reactions is applicable in the AA sequenations of peptides
and proteins by CE. Here, phenyl isothiocyanate, 7-(N,N-
-dimethylsulfamoyl)-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl isothiocyana-
te and 1-fluoro-2,4-dinitrobenzene appear to have a prominent
position.
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1. ⁄vod

V oblasti chemie nukleosid˘ zaujÌmajÌ v˝znaËnÈ mÌsto
purinovÈ deriv·ty modifikovanÈ v poloze C-8. NÏkterÈ z nich
majÌ v˝znamnÈ biologickÈ ˙Ëinky1, nap¯. 8-aminoadenosin
vykazuje v˝raznou inhibici n·dorov˝ch bunÏk sarkomu 180
a rezistenci v˘Ëi adenosindeaminase2. 8-Aminoderiv·ty puri-
nov˝ch nukleosid˘ p¯itahujÌ z·jem z d˘vodu jejich strukturnÌ
podobnosti se saxitoxinem, paralytick˝m toxinem vysky-
tujÌcÌm se u mo¯sk˝ch obrnÏnek (Dinophyceae)3,4. 8-Ami-
noderiv·ty guaninu v˝znamÏ inhibujÌ purinnukleosidfosfo-
rylasu,  klÌËov˝  enzym  katabolismu purin˘5,6. 8-Merkapto-
guanosin m· v˝raznÈ imunomodulaËnÌ ˙Ëinky, 7-alkyl-8-
-oxoguanosin (loxoribin) je studov·n pro sv˘j aktivaËnÌ vliv
na proliferaci B-lymfocyt˘ a aktivaci p¯irozen˝ch zabÌjeË˘
(NK-bunÏk)7,8.

Cyklonukleosidy se liöÌ od bÏûn˝ch nukleosid˘ tÌm, ûe
kromÏ glykosidickÈ vazby navÌc majÌ kovalentnÌ vazbu (buÔ
p¯Ìmo vych·zejÌcÌ z uhlÌkovÈho atomu nebo p¯es atom jin˝,
nap¯. kyslÌk) mezi uhlÌkov˝m atomem 2í, 3í nebo 5í cukernÈ
Ë·sti a uhlÌkem nebo dusÌkem purinovÈho (pop¯. pyrimidino-
vÈho) skeletu.

Na tomto mÌstÏ je pot¯eba zmÌnit se o nomenklatu¯e 8-cy-
klonukleosid˘. Tak nap¯. 8,5í-O-cykloadenosin (I, obr. 1), coû
je trivi·lnÌ n·zev, m˘ûe b˝t pojmenov·n jako 8,5í-anhydro-9-
-(β-D-ribofuranosyl)-8-hydroxyadenin, nebo takÈ (8R)-4-ami-
no-8,9,10,11-tetrahydro-7H-8r,11c-epioxido-<1,3>oxazocino-

<3,2-e>purin-9c,10c-diol. Z d˘vodu p¯ehlednosti a srozumi-
telnosti pouûÌv·m v tÈto pr·ci smÏsi trivi·lnÌho n·zvoslovÌ
a n·zvoslovÌ odvozenÈho od cukr˘, bÏûnÏ pouûÌvanÈho v che-
mii nukleov˝ch kyselin.

PrvnÌ cyklonukleosid byl p¯ipraven roku 1951 Lordem
Toddem a jeho kolegy9. N·slednÏ se cyklonukleosidy staly
st¯edem z·jmu v˝zkumu mnoha svÏtov˝ch pracoviöù. ObecnÏ
jsou povaûov·ny za univerz·lnÌ meziprodukty p¯i p¯ÌpravÏ
biologicky d˘leûit˝ch nukleosid˘ a pro svou rigidnÌ strukturu
takÈ za velmi vhodn˝ n·stroj pro jejich konformaËnÌ studie.

CÌlem tÈto pr·ce je podat p¯ehled o syntÈze a vyuûitÌ
cyklonukleosid˘ a jejich deriv·t˘. ZamÏ¯il jsem se pouze na
purinovÈ 8-cyklonukleosidy, kterÈ obsahujÌ v poloze C-8 atom
skupiny VI A periodickÈ soustavy prvk˘, tj. kyslÌk, sÌru, pop¯.
selen. Nezab˝v·m se zde purinov˝mi 8-N-cyklonukleosidy,
jejichû chemie je takÈ dosti bohat· (moûnost dalöÌ substituce
na atomu dusÌku N-cyklonukleosidu)10-15. D·le se nezab˝v·m
8-C-cyklonukleosidy, u nichû je atom uhlÌku cukernÈ Ë·sti
v·z·n p¯Ìmo k uhlÌku C-8 purinovÈ b·ze16-21.

2. PurinovÈ O-cyklonukleosidy

SlouËeniny, kterÈ zapadajÌ do tÈto kategorie zahrnujÌ 8,2í-,
8,3í- a 8,5í-cyklonukleosidy odvozenÈ od adenosinu, guanosi-
nu a inosinu (pop¯. dalöÌch deriv·t˘ purinu).

ObecnÏ m˘ûe k tvorbÏ O-cyklonukleosidu dojÌt dvÏma
zp˘soby (obr. 2). BuÔ hydroxyskupina na b·zi v poloze C-8
atakuje elektrofilnÌ uhlÌk cukernÈ Ë·sti molekuly, nebo naopak
hydroxyskupina na cukru atakuje elektrofilnÌ uhlÌk b·ze.

Obr. 2.

Obr. 1.
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V˝znamnou osobnostÌ chemie nukleosid˘ a nukleotid˘ je
Japonec Morio Ikehara, kter˝ se takÈ zab˝val p¯Ìpravou a che-
mick˝mi i fyzik·lnÌmi vlastnostmi cyklonukleosid˘22. Jeho
pracovnÌ skupina v roce 1966 p¯ipravila 8,2í-anhydro-9-(β-
-D-arabinofuranosyl)-8-hydroxyadenin23 (VII), prvnÌ purino-
v˝ cyklonukleosid obsahujÌcÌ O-anhydro vazbu (schÈma 1).
2í,3í-O-Isopropylidenadenosin (II) byl bromov·n N-broma-
cetamidem v chloroformu24, a po acetylaci, kyselÈm odstra-
nÏnÌ isopropylidenovÈ funkce, tosylaci a n·slednÈ deacetylaci,
byl bromderiv·t V p¯eveden na hydroxyderiv·t VI reakcÌ s oc-
tanem sodn˝m v kyselinÏ octovÈ25. Cyklonukleosid VII byl
zÌsk·n zah¯Ìv·nÌm 8-hydroxyderiv·tu VI s benzo·tem sodn˝m
v DMF (cit.26).

ObecnÏ je tedy p¯i syntÈze cyklonukleosid˘ prvnÌm kro-
kem halogenace (p¯ev·ûnÏ bromace) nukleosidu. Bromace
m˘ûe b˝t provedena u deriv·t˘ guanosinu bromem v kyse-
linÏ octovÈ v p¯Ìtomnosti octanu sodnÈho24, u deriv·t˘ ade-
nosinu N-bromacetamidem v chloroformu24, nebo, v p¯Ìpa-
dÏ obou purinov˝ch nukleosid˘ smÏsÌ bromñdioxan v p¯Ì-
tomnosti uhliËitanu v·penatÈho27,28. V˝tÏûek bromace byl

podstatnÏ zv˝öen pouûitÌm vodnÈho acet·tovÈho pufru29,30.
Chloraci purinov˝ch nukleosid˘ do polohy 8 lze provÈst

za pouûitÌ tetrabutylammonium jodtetrachloridu31 nebo terc-
-butylhypochloritu32, aËkoliv v˝tÏûky jsou nÌzkÈ. LepöÌho v˝-
sledku bylo dosaûeno pouûitÌm m-chlorperoxybenzoovÈ kyse-
liny v DMF nebo DMA v p¯Ìtomnosti kyseliny chlorovodÌko-
vÈ33. Chlor deriv·t IX velmi snadno podlÈh· intramolekul·rnÌ
cyklizaci na 8,2í-anhydro-9-(β-D-arabinofuranosyl)-8-hydro-
xyadenin (VII) v p¯Ìtomnosti b·ze nebo i adsorpcÌ na silikagel
a n·slednou elucÌ (schÈma 2).

8-Hydroxyadenosin, jako v˝chozÌ l·tka pro intramole-
kul·rnÌ cyklizaci, m˘ûe b˝t p¯ipraven reakcÌ 8-bromadenosi-
nu s octanem sodn˝m v kyselinÏ octovÈ25 nebo v acetanhyd-
ridu34.

Pro poË·teËnÌ potÌûe s cyklizacÌ 8-hydroxy-9-(3-O-tosyl-
-β-D-ribofuranosyl)adeninu z d˘vodu velkÈ sterickÈ distorze23

byl jako v˝chozÌ l·tka pouûit deriv·t 2í-deoxyadenosinu34.
Jako dob¯e odstupujÌcÌ skupiny na cukernÈ Ë·sti molekuly
mohou b˝t pouûity nap¯. triisopropylbenzensulfonyl35,36, p-
-methylbenzensulfonyl (tosyl)28,37,38, cyklickÈ karbon·ty (2í,3í-

SchÈma 1

SchÈma 2
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-karbon·t)39,40. 8-Bromadenosin (X) (pop¯. 8-bromguanosin)
m˘ûe b˝t tosylov·n na 2í-hydroxylu p¯es 2í,3í-O-dibutylcÌn
deriv·t XI (schÈma 3) (cit.41). N·sledn· cyklizace deriv·tu XIII
na cyklonukleosid VII probÌh· p˘sobenÌm b·ze (nap¯. hydro-
xidem sodn˝m, amoniakem). StejnÏ lze tosylovat i 8-bromde-
riv·t 5í-deoxyadenosinu na smÏs 2í-tosyl- a 3í-tosylderiv·-
tu42.

P¯i reakci 8-brom-9-(2,3,5-tri-O-acetyl-β-D-arabinofura-
nosyl)adeninu s pomÏrnÏ bazick˝m nukleofilem, jako je me-
thoxid sodn˝ a amoniak, doch·zÌ k intramolekul·rnÌ v˝mÏnÏ
bromu za vzniku 8,2í-anhydro-8-hydroxy-9-(β-D-arabinofu-
ranosyl)adeninu43. Je-li k reakci pouûito mÈnÏ bazick˝ch nu-
kleofil˘, nap¯. thiomoËoviny nebo azidu sodnÈho, dojde k p¯Ì-
mÈ v˝mÏnÏ bromu za nukleofil za vzniku 8-thio- pop¯. 8-azi-
doderiv·tu. V p¯ÌpadÏ 8-brom-9-(2,3,5-tri-O-acetyl-β-D-xylo-
furanosyl)adeninu dojde k p¯ÌmÈ substituci atomu bromu p¯Ì-
sluön˝m nukleofilem (neutr·lnÌm i bazick˝m) aniû by doölo
k intramolekul·rnÌ reakci za vzniku 8,3í-cyklonukleosidu.

SyntÈza prvnÌho O-cyklonukleosidu guanosinu byla po-
ps·na v roce 1967 Ikeharou44. Z 9-(5-O-acetyl-β-D-ribofura-
nosyl)-8-hydroxyguaninu (XIV) byl p¯ipraven 2í,3í-di-O-me-
sylderiv·t XV, kter˝ zah¯Ìv·nÌm na 100 ∞C v DMF s octanem

sodn˝m poskytl deriv·t 8,2í-O-cykloguanosinu XVI (schÈ-
ma 4). Z toho lze usuzovat, ûe 2í-O-mesylskupina podlÈh·
cyklizaci snadnÏji neû ta v poloze C-3í. P¯i pokusu zÌskat tÌmto
postupem deriv·t 8,5í-cykloguanosinu byl zah¯Ìv·nÌm 8-
-hydroxy-2í,3í-O-isopropyliden-5í-O-mesylguanosinu zÌsk·n
N3,5í-cyklonukleosid.

Jednoduch˝m zp˘sobem p¯Ìpravy 8,5í-O-cykloadenosinu
(I) je cyklizace bromderiv·tu XVII hydridem sodn˝m v bez-
vodÈm dioxanu45,46 nebo kyanidem draseln˝m v DMF (cit.47)
a n·slednÈ deblokov·nÌ cukernÈ Ë·sti 1 M vodn˝m roztokem
kyseliny sÌrovÈ (schÈma 5). StejnÏ lze cyklizovat 8-brom-
-2í,3í-O-isopropylideninosin a 8-brom-2í,3í-O-isopropyli-
denguanosin48. Pokus o cyklizaci nechr·nÏnÈho 8-bromade-
nosinu (X) stejn˝m zp˘sobem vöak nebyl ˙spÏön˝49.

V roce 1992 byla japonsk˝mi autory pops·na elegantnÌ
metoda p¯Ìpravy deriv·tu 8,5í-O-cycloadenosinu XVIII oxida-
tivnÌ cyklizacÌ 2í,3í-O-isopropylidenadenosinu (II) s octanem
oloviËit˝m (schÈma 5) (cit.50). KromÏ octanu oloviËitÈho51

mohou b˝t k cyklizaci pouûita dalöÌ oxidaËnÌ Ëinidla, jako
chlorid mÏÔnat˝52, N-halogensukcinimid53 nebo oza¯ov·nÌ
400 W vysokotlakou rtuùovou lampou (> 355 nm) v p¯Ìtom-
nosti pyrimido[5,4-g]pteridintetraon N-oxidu54,55. Tato intra-

SchÈma 3

SchÈma 4
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molekul·rnÌ reakce poskytuje novou metodu pro chemickou
modifikaci deriv·t˘ adenosinu.

Pro hladkou konverzi 2í,3í-O-isopropylidenadenosinu (II)
na deriv·t cykloadenosinu XVIII je pot¯eba pouûÌt 1,2 ekviva-
lentu octanu oloviËitÈho. V˝tÏûek reakce provedenÈ v reflu-
xujÌcÌm suchÈm benzenu pod argonem byl 93 %. Nechr·nÏn˝
adenosin za stejn˝ch podmÌnek neposkytl cyklick˝ produkt.
D·le je z¯ejm˝ vliv N6-substituentu na pr˘bÏh reakce. Snad-
nost oxidativnÌ cyklizace kles· v ¯adÏ 2í,3í-O-isopropyliden-
deriv·t˘ N6-benzoyladenosinu, adenosinu, N6-methyladenosi-

nu a N6,N6-dimethyladenosinu. V˝razn˝ substituËnÌ efekt N6-
benzoylskupiny je vysvÏtlov·n zv˝öenÌm nukleofility dusÌku
N7 v imidazolovÈm kruhu a tÌm jeho vÏtöÌ koordinaËnÌ schop-
nosti v˘Ëi oloviËitÈmu iontu, jehoû koordinace v N7-poloze je
prvnÌm krokem oxidativnÌ cyklizace.

V roce 1968 byla pops·na syntÈza α-cyklonukleosidu
8,2í-anhydro-8-hydroxy-9-(α-D-xylofuranosyl)adeninu (XXII)
(cit.56), vych·zejÌcÌ z9-(α-D-xylofuranosyl)adeninu (XXI), bro-
macÌ a cyklizacÌ pomocÌ hydridu sodnÈho (schÈma 6) (cit.57).

P¯es odpovÌdajÌcÌ 8-bromderiv·t XXIII byl p¯ipraven 8,1í-

SchÈma 5

SchÈma 6

vodný

SchÈma 7
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-anhydro-8-hydroxy-9-(2-β-D-psik ofuranosyl)adenin (XXIV),
coû je v podstatÏ typ 8,1í-cyklonukleosidu (schÈma 7) (cit.58).

O-Cyklonukleosidy odvozenÈ od hypoxanthinu a 6-mer-
kaptopurinu lze kromÏ derivatizace odpovÌdajÌcÌch cykloade-
nosin˘ p¯ipravit cyklizacÌ p¯Ìsluön˝ch 2í- nebo 3í-TPS-deri-
v·t˘ (2,4,6-triisopropylbenzensulfonylderiv·ty) 8-hydroxy-
nukleosid˘ v p¯Ìtomnosti b·ze59.

ReakcÌ 8-hydroxymethyl deriv·tu XXVI s terc-butoxidem
draseln˝m ve smÏsi terc-butanolu a DMF byl p¯ipraven 8,2í-
-anhydro-9-(β-D-arabinofuranosyl)-8-hydroxymethyladenin
(XXVII, schÈma 8) (cit.60).

V poslednÌ dobÏ byly p¯ipraveny anhydroderiv·ty odvoze-
nÈ od karbocyklick˝ch analog˘ purinov˝ch a pyrimidinov˝ch
nukleosid˘61. D·le byly p¯ipraveny cyklonukleosidy, u nichû
je pyrimidinov˝ kruh purinovÈho skeletu nahrazen substituo-
van˝m benzenov˝m j·drem62.

3. PurinovÈ S-cyklonukleosidy

S-cyklonukleosidy purinov˝ch b·zÌ jsou v˝znamn˝mi pre-
kursory v syntÈze nukleosidov˝ch analog˘ a p¯edevöÌm deo-
xynukleosid˘ desulfuracÌ Raneyov˝m niklem.

PrvnÌ cyklonukleosid tohoto typu byl p¯ipraven v roce
1963, a to takÈ (jako v p¯. prvnÌho O-cyklonukleosidu) v Ja-
ponsku63. Kondenzace b·ze a cukru Davollovou metodou64

poskytla deriv·t XXVIII, kter˝ byl p¯eveden na 8-thioderiv·t
XXIX reakcÌ s thiomoËovinou v n-butanolu (schÈma 9). 8,2í-
-Anhydro-9-(β-D-arabinofuranosyl)-2-chlor-8-merkaptoadenin
(XXXI) byl p¯ipraven z thioderiv·tu XXIX za refluxu v me-
thanolu v p¯Ìtomnosti methoxidu sodnÈho. Desulfurace 8,2í-
-S-cyklonukleosidu XXXI Raneyov˝m niklem a n·sledn· hy-
drogenace nad palladiem na uhlÌ poskytla 2í-deoxyadenosin65.

TosylacÌ 5í-O-acetyl-8-bromadenosinu byly po deacetyla-

SchÈma 8
i  TsCl
ii -butoxid draseln ,̋ -butanolterc terc

i ii

SchÈma 9

SchÈma 10
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ci a dÏlenÌ zÌsk·ny 2í-O-tosyl-, 3í-O-tosyl- a 2í,3í-di-O-tosyl-
deriv·t 8-bromadenosinu66. Reakce 3í-O-tosylderiv·tu XXXII
s thiomoËovinou v butanolu (pop¯. s hydrogensulfidem sod-
n˝m v DMF (cit.67)) poskytla deriv·t XXXIII a n·sledn· desul-
furace 3í-deoxyadenosin (Kordycepin, XXXIV, schÈma 10),
v p¯ÌpadÏ 2í-O-tosyl- a 2í,3í-di-O-tosylderiv·tu byl zÌsk·n
2í-deoxyadenosin. Vyjde-li se z deriv·tu 5í-deoxyadenosinu,
lze takto p¯ipravit 2í,5í-dideoxyadenosin a 3í,5í-dideoxyade-
nosin42. Jako dob¯e odstupujÌcÌ skupinu lze takÈ pouûÌt 2,4,6-
-triisopropylbenzensulfonyl (TPS)68. Ta byla pouûita i v p¯Ìpa-
dÏ cyklizacÌ N6-dimethylderiv·t˘ adenosinu36.

K syntÈze S-cyklonukleosid˘ lze pouûÌt takÈ  cyklickÈ
2í,3í-karbon·ty. 8-Merkaptoadenosin (XXXV) poskytne za-
h¯Ìv·nÌm s difenylkarbon·tem a hydrogenuhliËitanem sodn˝m
v DMF 8,2í-S-cykloadenosin (XXXVII, schÈma 11) (cit.39),
nebo lze nejprve p¯ipravit cyklick˝ 2í,3í-karbon·t 8-bromade-
nosinu a ten n·slednÏ cyklizovat thiomoËovinou v butanolu69.
StejnÏ  lze  postupovat  i v p¯ÌpadÏ  2í,3í-O-sulfinylderiv·t˘
8-bromadenosinu70.

Difenylkarbon·t, jako cyklizaËnÌ Ëinidlo, byl pouûit k cy-

klizaci dalöÌch nukleosid˘, obsahujÌcÌch jako purinovou b·zi
8-merkaptoguanin, 6,8-dimerkaptopurin, 2-amino-6,8-dimer-
kaptopurin, 8-merkaptoxanthin a 8-merkaptohypoxanthin71-73.

8-Methylthioderiv·t α-ribosidu XXXVIII poskytl p˘sobe-
nÌm methoxidu sodnÈho nebo hydroxidu sodnÈho 8,3í-cyklo-
nukleosid XXXIX za odötÏpenÌ methanthiolu (schÈma 12).
P¯ÌsluönÈ β-ribosidy za totoûn˝ch podmÌnek cyklonukleosidy
netvo¯Ì74.

BromacÌ a n·sledn˝m chr·nÏnÌm 9-(β-D-xylofuranosyl)-
adeninu byl p¯ipraven 3í,5í-O-isopropylidenderiv·t XL, kter˝
po tosylaci poskytl reakcÌ s hydrogensulfidem sodn˝m 8,2í-
-anhydro-9-(3,5-O-isopropyliden-β-D-xylofuranosyl)-8-mer-
kaptoadenin (XLII, schÈma 13) (cit.57).

Adenosin 5í-monofosf·t (AMP) a jeho 8-bromderiv·t XLIII
jsou v alkalickÈm prost¯edÌ p¯ednostnÏ tosylov·ny do 2í po-
lohy75,76. V p¯ÌpadÏ bromderiv·tu XLIII lze tosylacÌ a n·sled-
nou reakcÌ se sirovodÌkem v pyridinu, pop¯. s hydrogensulfi-
dem sodn˝m ve smÏsi vodañDMF p¯ipravit 8,2í-S-cyklonu-
kleotid XLV, po jehoû desulfuraci se zÌsk· 2í-deoxyadenosin
5í-monofosf·t (XLVI, schÈma 14).

SchÈma 11

SchÈma 12

SchÈma 13

vodný
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Podobn˝m zp˘sobem byl p¯ipraven 5í-deoxyguanosin27.
8-Bromguanosin byl mesylchloridem v pyridinu p¯eveden na
2í,5í-di-O-mesylderiv·t, ten reakcÌ s thiomoËovinou poskytl
8,5í-S-cyklonukleosid, kter˝ po desulfuraci Raneyov˝m ni-
klem a po alkalickÈm ötÏpenÌ 2í-mesylovÈ skupiny dal 5í-de-
oxyguanosin. VhodnÏjöÌ v˝chozÌ l·tkou pro cyklizaci se jevÌ
8-brom-2í,3í-O-isopropylidenguanosin77.

Z 8-brom-9-(2-mesitylensulfonyl-β-D-ribofuranosyl)gua-
ninu lze reakcÌ s hydrogensulfidem sodn˝m p¯ipravit p¯Ìsluön˝
8,2í-S-cyklonukleosid a jeho n·slednou desulfuracÌ 2í-deoxy-
guanosin78.

Pro p¯Ìpravu 8,5í-S-cykloadenosinu (IL) byl jako v˝chozÌ
l·tka p¯ipraven 8-bromderiv·t XLVII (schÈma 15) (cit.79). Ten
byl rozpuötÏn v pyridinu a sirovodÌk byl probubl·v·n tÌmto
roztokem za laboratornÌ teploty. ZÌskan˝ cyklonukleosid XLVIII
poskytl zah¯Ìv·nÌm v 98 % kyselinÏ mravenËÌ 8,5í-S-cyklo-
adenosin (IL), jehoû desulfuracÌ byl p¯ipraven 5í-deoxyadeno-
sin. K cyklizaci lze pouûÌt takÈ smÏs pyridinu a vodnÈho
roztoku hydrogensulfidu sodnÈho za chlazenÌ80. TakÈ lze nej-
prve reakcÌ brom deriv·tu XVII s hydrogensulfidem sodn˝m
v ethanolu p¯ipravit 8-merkaptoderiv·t, kter˝ n·slednÏ za pod-
mÌnek tosylace poskytne p¯Ìsluön˝ cyklick˝ deriv·t XLVIII
(cit.81).

8,5í-S-Cyklonukleosidy je moûno takÈ p¯ipravit tak, ûe se
nejprve vytvo¯Ì 8,5í-S-anhydro vazba reakcÌ 8-merkaptoade-
ninu (L), resp. jeho sodnÈ nebo draselnÈ soli s vhodnÏ chr·-
nÏn˝m cukrem (nap¯. deriv·t LI), a teprve pak se vytvo¯Ì
N9-glykosidick· vazba82,83. Takto byl p¯ipraven i cyklonukleo-
sid LIV (schÈma 16). TÌmto postupem se zamezÌ vzniku N3,5í-
cyklick˝ch deriv·t˘ adeninu, kterÈ se jinak tvo¯Ì pomÏrnÏ
snadno9,44,84,85.

ObecnÏ m˘ûe b˝t hydroxylov· skupina nahrazena öirokou
¯adou nukleofil˘ za podmÌnek reakce dle Mitsunoba86. 8,5í-
-Anhydro-9-(2,3-O-isopropyliden-β-D-ribofuranosyl)-8-mer-
kaptoadenosin (XLVIII, 68 %) byl p¯ipraven p¯ikap·nÌm 1
ekvivalentu trifenylfosfinu a diethylazodicarboxyl·tu (DEAD)
v suchÈm DMF k roztoku 8-merkaptoderiv·tu LV v DMF
(schÈma 17) (cit.87). Jelikoû aminy za tÏchto podmÌnek tvo¯Ì
N-fosfinfosfa-λ5-azeny (cit.88), reaguje vznikl˝ cyklonukleo-
sid n·slednÏ s p¯ebytkem trifenylfosfinu na N-[8,5í-anhydro-
2í,3í-O-isopropyliden-8-merkaptopurin-6-yl]trifenylfosfa-λ5-
-azen (LVI). Ten vznik· ve vysokÈm v˝tÏûku (87 %), pouûijÌ-li
se 2 ekvivalenty trifenylfosfinu a diethylazodicarboxyl·tu.

8,2í-S-Cykloadenosin (XXXVII) lze p¯ipravit reakcÌ 3í,5í-
-O-(tetraisopropyldisiloxan-1,3-diyl)deriv·tu LVII s trifenyl-
fosfinem a diethylazodicarboxyl·tem (DEAD) v THF za pod-

SchÈma 14

SchÈma 15
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mÌnek dle Mitsunoba89 a n·sledn˝m odchr·nÏnÌm tetrabutyl-
ammonium fluoridem (TBAF) (schÈma 18) (cit.89).

4. PurinovÈ Se-cyklonukleosidy

Chemie purin˘ substituovan˝ch v poloze 8 atomem selenu
nenÌ p¯Ìliö bohat·. P¯es analogickÈ prvky chemie sÌry a selenu
je t¯eba se slouËeninami obsahujÌcÌmi selen zach·zet velmi
opatrnÏ z d˘vodu jejich znaËnÈ toxicity. Jako prvnÌ cyklonu-
kleosid obsahujÌcÌ atom selenu byl p¯ipraven 2,2í-cyklo-2-se-
lenocytidin90.

8-Selenoadenosin (LIX) m˘ûe b˝t p¯ipraven reakcÌ 8-brom-
deriv·tu X s diselenidem sodn˝m Na2Se2 v ethanolu v p¯Ìtom-
nosti ethoxidu sodnÈho91 nebo se selenomoËovinou v absolut-
nÌm ethanolu (schÈma 19) (cit.92). 8-Selenoadenosin (LIX)
reakcÌ s 2-acetoxyisobutyrylchloridem v acetonitrilu za labo-
ratornÌ teploty a n·slednou reakcÌ s methanolick˝m roztokem
chlorovodÌku poskytl 8,2í-Se-cykloadenosin (LX) v 54 % v˝-
tÏûku92.

5. Reakce purinov˝ch nukleosid˘

Jak jiû z v˝öe uvedenÈho Ë·steËnÏ vyplynulo, cyklonu-
kleosidy mohou b˝t v˝hodnÏ pouûity jako meziprodukty k p¯Ì-
pravÏ r˘znÏ modifikovan˝ch deriv·t˘ nukleosid˘ a nukleo-
tid˘, nap¯. transformace ribonukleosid˘ na deoxynukleosidy
nebo arabinonukleosidy atd.

S-Cyklonukleosidy mohou b˝t snadno desulfurov·ny po-
uûitÌm Raneyova niklu na odpovÌdajÌcÌ deoxynukleosidy93. Na
z·kladÏ tÏchto pozorov·nÌ byl vysloven i p¯edpoklad o moûnÈ
transformaci ribonukleosid˘ na p¯ÌsluönÈ deoxyderiv·ty v ûi-
v˝ch buÚk·ch94.

Desulfurace tedy poskytuje alternativnÌ syntÈzu p¯ÌrodnÌ-
ho antibiotika Kordycepinu (3í-deoxyadenosinu, XXXIV)
(cit.68,95,96), p¯ipravenÈho nÏkolika jin˝mi postupy97-100.

Pouûije-li se jako v˝chozÌ l·tka 2í-deoxyadenosin, lze
p¯ipravit 8,3í-S-cykloderiv·t, kter˝ po desulfuraci poskytne
2í,3í-dideoxyadenosin28. Reakce lze prov·dÏt i s adenosin-5í-
-monofosf·tem75.

PurinovÈ S-cyklonukleosidy jsou st·lÈ v˘Ëi mÌrnÈ kyselÈ

SchÈma 16

SchÈma 17

N PPh
3
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i bazickÈ hydrol˝ze65,96,101, kdeûto siln· kysel· nebo bazick·
hydrol˝za vede ke ötepenÌ jak S-anhydro vazby, tak i glykosi-

dickÈ vazby, pop¯. i k destrukci purinovÈho kruhu. Naproti
tomu ke  ötÏpenÌ O-anhydro vazby purinov˝ch nukleosid˘

SchÈma 18

SchÈma 19

SchÈma 20
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doch·zÌ snadno za mÌrn˝ch podmÌnek17,22,25,27. Nap¯. kysel·
hydrol˝za 8,2í-anhydro-9-(β-D-arabinofuranosyl)-8-hydroxy-
adeninu (VII) poskytne 8-hydroxyderiv·t arabinofuranosyl-
adeninu LXI, reakcÌ s benzo·tem sodn˝m v DMF se zÌsk·
deriv·t 8-hydroxyadenosinu (LXII, schÈma 20). Tedy kysele
katalyzovan· reakce zachov·v· konfiguraci na C-2í uhlÌku,

atakem benzo·tov˝m aniontem doch·zÌ k inverzi konfigurace.
V p¯ÌpadÏ S- a N-cyklonukleosid˘ doch·zÌ p¯i kyselÈ hy-

drol˝ze p¯ev·ûnÏ ke ötÏpenÌ N-glykosidickÈ vazby, zatÌmco
u O-cyklonukleosid˘ jsou ötÏpenÌ N-glykosidickÈ vazby a 5í,8-
-anhydro vazby reakcemi konkurenËnÌmi102.

Zah¯Ìv·nÌm 8,2í- (VII) nebo 8,5í-anhydro-9-(β-D-arabino-

SchÈma 21

SchÈma 22

i  0,01 M vodn˝ NaOH
ii  1,25 M vodn˝ NaOH

i ii

SchÈma 23

SchÈma 24

Chem. Listy 94, 355 ñ 370 (2000) Refer·ty

364



furanosyl)-8-hydroxyadeninu (LXIII) ve vodnÈm 0,01 M roz-
toku hydroxidu sodnÈho doch·zÌ k vytvo¯enÌ rovnov·ûnÈ smÏ-
si obou, tj. smÏsi 8,2í- a 8,5í-cyklonukleosid˘ (VII:LXIII, 3:2,
schÈma21)(cit.103). 8,2í-Cykloadenosin (VII) p˘sobenÌm 1,25 M
roztoku hydroxidu sodnÈho ve smÏsi DMSO a voda poskytuje
2í,3í-anhydroderiv·t LXIV (cit.104). Za mÌrnÏ alkalick˝ch pod-
mÌnek lze opÏt zÌskat v˝chozÌ 8,2í-cykloadenosin (VII).

P¯i zah¯Ìv·nÌ ochr·nÏnÈho 8,2í-anhydro-9-(β-D-arabino-
furanosyl)-8-hydroxyadeninu LXV v pyridinu s p¯ebytkem
sirovodÌku byl p¯ipraven 8-merkaptoderiv·t arabinofurano-
syladeninu LXVI (schÈma 22) (cit.105), p¯i jeho zah¯Ìv·nÌ ve
smÏsi pyridinu a kapalnÈho amoniaku v autokl·vu vznik·
smÏs 8-amino-9-(β-D-arabinofuranosyl)adeninu a 8,5í-anhy-
dro-9-(β-D-arabinofuranosyl)-8-hydroxyadeninu106,107. 8,2í-
a 8,3í-O-Cyklonukleosidy adeninu mohou b˝t tosylov·ny na
5í-hydroxylu a tyto tosylderiv·ty poskytnou zah¯Ìv·nÌm s hy-
drogensulfidem sodn˝m v DMF p¯ÌsluönÈ 8,5í-S-cyklonu-
kleosidy108.

Je-li 8,2í-O-cykloadenosin zah¯Ìv·n s r˘zn˝mi aminy pop¯.
s hydrazinem, poskytne p¯ÌsluönÈ 8-amino, pop¯. 8-hydrazino
deriv·ty 9-(β-D-arabinofuranosyl)adeninu38,109.

Byla takÈ pops·na p¯emÏna S- na O-cyklonukleosid, kon-
krÈtnÏ 8,3í-anhydro-8-merkapto-9-(β-D-xylofuranosyl)adeni-
nu (XXXIII) na 8,5í-O-cyklonukleosidy LXIX a LXXI p¯es
sulfoxidov˝ meziprodukt LXVII (schÈma 23) (cit.110). Oxidace
cyklonukleosid˘ na cyklickÈ 8-sulfoxidy se prov·dÌ N-brom-
sukcinimidem nebo kyselinou peroxymravenËÌ111. ätÏpenÌ S-
-anhydro vazby  cyklonukleosidu m˘ûe takÈ probÌhat p¯es
sulfoniov˝ meziprodukt112.

P¯i zah¯Ìv·nÌ ochr·nÏnÈho 8,5í-O-cykloadenosinu XVIII
s chloridem sodn˝mv DMSO na130ñ140 ∞C pod dusÌkem dojde
k p¯esmyku na N3,5í-cyklonukleosid LXXII (schÈma 24) (cit.85).

Reakce 8,5í-anhydro-8-hydroxy-9-(2,3-O-isopropyliden-
-β-D-ribofuranosyl)adeninu (XVIII) s p¯ebytkem hydridu sod-
nÈho v DMF poskytne slouËeninu LXXIII (schÈma 25), kter·
obsahuje exocyklickou dvojnou vazbou22. Tato slouËenina se
strukturnÏ podob· antibiotiku angustmycinu A (decoyinin,
LXXIV) (cit.113,114).

PodobnÏ jako byly p¯i tvorbÏ internukleotidovÈ vazby
pouûity pyrimidinovÈ cyklonukleosidy115-119, bylo v roce 1968
pops·no vyuûitÌ deriv·tu 8,5í-cyklonukleosidu k p¯ÌpravÏ di-
nukleosidfosf·tu46. Doch·zÌ k ataku nukleosidfosf·tovÈho ani-
ontu na uhlÌk C-5í cyklonukleosidu. Tak byl za refluxu 2í,3í-
-O-isopropylidenderiv·tu 8,5í-O-cycloadenosinu s tri-n-buty-
lammonium-3í-uridyl·tem v DMF p¯ipraven uridyl-(3í-5í)-8-
-hydroxy-2í,3í-O-isopropylidenadenosin.

Metoda pro fosforylaci p¯irozen˝ch ribonukleosid˘, vyvi-
nut· v roce 1969 Yoshikawou120, byla vyuûita k syntÈze 5í-
mono a 5í-difosf·t˘ 8,2í-S-cyklonukleosid˘ pouûit˝ch pro
enzymovÈ studie121. Chemickou fosforylacÌ byly d·le p¯ipra-
veny 5í-monofosf·ty 8,2í- a 8,3í-O-cyklonukleosid˘, taktÈû
pouûitÈ ke studiu substr·tovÈ specifity nÏkter˝ch enzym˘122,123.

6. Transformace purinovÈ b·ze
v cyklonukleosidech

ReakcÌ 8,2í-anhydro-9-(β-D-arabinofuranosyl)-8-hydro-
xy-6-merkaptopurinu s methyljodidem lze p¯ipravit p¯Ìsluön˝
cyklonukleosid 6-methylmerkaptopurinu a ten desulfuracÌ Ra-
neyov˝m niklem p¯evÈst na cyklonukleosid purinu59.

Cykloinosiny a jejich deriv·ty mohou b˝t kromÏ p¯ÌmÈ
cyklizace p¯ipraveny takÈ deaminacÌ p¯Ìsluön˝ch cykloadeno-
sin˘ kyselinou dusitou v 80 % kyselinÏ octovÈ p¯i 40 ∞C

SchÈma 25

SchÈma 26
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(cit.46,59). PodobnÏ byly deaminacÌ 8,2í-anhydro-9-(β-D-ara-
binofuranosyl)-8-merkaptoadeninu, 8,3í-anhydro-8-merkap-
to-9-(β-D-xylofuranosyl)adeninu a 8,5í-anhydro-8-merkapto-
-9-(β-D-ribofuranosyl)adeninu s dusitanem barnat˝m v kyse-
linÏ octovÈ zÌsk·ny odpovÌdajÌcÌ S-cykloinosiny. Ty byly d·le
transformov·ny na p¯ÌsluönÈ 8-S-cyklonukleosidy 6-merkap-
topurinribosidu pomocÌ sulfidu fosforeËnÈho v pyridinu124,
pop¯. na S-cyklonukleosidy odvozenÈ od nebularinu [9-(β-D-
-ribofuranosyl)purinu] buÔ cestou zahrnujÌcÌ katalytickou re-
dukci 6-chlorderiv·t˘, nebo oxidativnÌ desulfuracÌ 6-thiode-
riv·t˘125.

K modifikaci cyklonukleosid˘ lze vyuûÌt i Dimrothova
p¯esmyku126. 8,5í-S-Cykloadenosin (IL) byl nejd¯Ìve methy-
lov·n do polohy N1 adeninu p¯ebytkem methyljodidu v DMF
za laboratornÌ teploty a zÌskan˝ methylderiv·t LXXV za pod-
mÌnek Dimrothova p¯esmyku (vodn˝ roztok o pH 8ñ9) poskytl
N6-methylderiv·t 8,5í-S-cykloadenosinu LXXVI (schÈma 26)
(cit.101).

OxidacÌ 8,2í-, 8,3í- a 8,5í-S-cykloadenosinu kyselinou
monoperoxyftalovou byly p¯ipraveny p¯ÌsluönÈ N1-oxidy cy-
kloadenosinu127.

7. Fyzik·lnÌ vlastnosti purinov˝ch
cyklonukleosid˘

Byly studov·ny chiroptickÈ vlastnosti cyklonukleosid˘128-130.
U β-cyklonukleosid˘ odvozen˝ch od adeninu vzr˘st· hodnota
rotaËnÌ sÌly v ¯adÏ 8,2í- < 8,3í- < 8,5í- jak u O-cyklonukleo-
sid˘, tak i u jejich S-analog˘131. Vöechny tyto l·tky vykazujÌ
v absorpËnÌm maximu pozitivnÌ Cotton˘v efekt. U α-cyklo-
nukleosid˘ platÌ totÈû, pokud jde o hodnoty rotaËnÌ sÌly, ale
Cotton˘v efekt je negativnÌ.

8,5í-Anhydro-9-(2,3-O-isopropyliden-β-D-ribofuranosyl)-
-8-merkaptoadenin (XLVIII) byl krystalov·n ze smÏsi buta-
nolñvoda a poskytl bezbarvÈ jehlicovitÈ krystaly, hexago-
n·lnÌ, pat¯ÌcÌ do P63 prostorovÈ grupy132. Atom sÌry je lokali-
zov·n na protilehlÈ stranÏ atomu kyslÌku furanosy (na stranÏ
2í- a 3í-vodÌkov˝ch atom˘). Tento S-cykloadenosin m· takÈ
fixov·nu anti konformaci a torznÌ ˙hel cukr ñ b·ze je kolem
60∞.

Hmotov· spektra purinov˝ch 8-cyklonukleosid˘ jsou cha-
rakteristick· nejen p¯ÌtomnostÌ intenzivnÌho pÌku molekulo-
vÈho iontu, ale takÈ pÌk˘ odpovÌdajÌcÌch 8-hydroxy- pop¯.
8-merkaptoadeninu a jejich protonovan˝ch forem133.

8. AcyklickÈ analogy purinov˝ch
cyklonukleosid˘ a cyklonukleotid˘

Analogy nukleosid˘, kterÈ majÌ cukern˝ zbytek nahrazen
¯etÏzcem nesoucÌm hydroxylovÈ funkce, tzv. acyklickÈ analo-
gy nukleosid˘, p¯itahujÌ velk˝ z·jem proto, ûe se v tÈto skupinÏ
vyskytujÌ slouËeniny s vysok˝m biologick˝m ˙Ëinkem, nap¯.
virostatika acyclovir (Zovirax)134,135 nebo ganciclovir (Cyto-
vene)136. Pro sv˘j protivirov˝ ˙Ëinek i dalöÌ efekty na prolife-
rujÌcÌch systÈmech byl studov·n dalöÌ ze skupiny acyklick˝ch
analog˘, 9-(S)-(2,3-dihydroxypropyl)adenin (DHPA) (cit.137).

VÏtöina nukleofilnÌch reakcÌ v imidazolovÈm kruhu adeni-
novÈ b·ze substituovanÈ bromem v poloze C-8 proveden˝ch
u deriv·t˘ s blokovan˝mi hydroxylov˝mi funkcemi probÌh·
stejnÏ jako u nukleosid˘, tj. se vznikem slouËenin substituo-
van˝ch v poloze C-8 p¯Ìsluön˝m nukleofilem. Tak probÌhajÌ
i reakce s amoniakem za vzniku 8-aminoderiv·tu. Uk·zalo se
vöak, ûe u l·tek s voln˝mi hydroxyskupinami m· tato reakce
anom·lnÌ pr˘bÏh. Reakce s amoniakem nebo prim·rnÌm ami-
nem probÌh· za vzniku 8-hydroxyadeninovÈho deriv·tu ne-
soucÌho amino (pop¯. substituovanou amino) skupinu na po-
strannÌm  ¯etÏzci138,139. Tato  reakce je  spojena se vznikem
acyklickÈho analogu nukleosidu, kter˝ se otev¯e nukleofilnÌm
atakem ze strany acyklickÈho ¯etÏzce a poskytne 8-hydroxy-
deriv·t s nukleofilnÌ skupinou na postrannÌm ¯etÏzci. Tak byla
nap¯. amonol˝zou 9-(3-hydroxypropyl)-8-bromadeninu (LXXVII)
zÌsk·na smÏs 8-hydroxyderiv·tu LXXVIII a cyklickÈho deri-
v·tu LXXIX (schÈma 27) (cit.139).

Jako model pro intramolekul·rnÌ cyklizace acyklick˝ch
analog˘ cyklonukleosid˘ byla zvolena skupina 9-(2,3,4-tri-
hydroxybutyl)deriv·t˘ 8-bromadeninu LXXXI (schÈma 28),
specificky blokovan˝ch v poloh·ch 2 a 3 postrannÌho ¯etÏzce
tvorbou 1,3-dioxolanu (isopropylidenderiv·tu). K cyklizacÌm
byla pouûita r˘zn· Ëinidla, jako vodn˝ amoniak, terc-butoxid
draseln˝, hydrid sodn˝ a 1,8-diazabicyklo(5,4,0)undec-7-en
(DBU) (cit.140). PodobnÏ jako u nukleosid˘ lze takÈ p¯Ìmo
cyklizovat 9-(2,3,4-trihydroxybutyl)adeniny LXXX pomocÌ oc-
tanu oloviËitÈho v benzenu nebo toluenu50. Byly studov·ny
chiroptickÈ vlastnosti vöech Ëty¯ opticky aktivnÌch stereoizo-
mer˘ LXXXII.

Pro svÈ farmakochemickÈ ˙Ëinky byla studov·na skupina
acyklick˝ch analog˘ S-cyklonukleosid˘, kde atom sÌry je do
polohy 8 purinovÈ baze v·z·n p¯es alkylov˝ m˘stek141.

Bylo p¯ipraveno mnoûstvÌ deriv·t˘, u nichû je N9-poloha
(pop¯. N7) purinovÈ b·ze spojena s atomem kyslÌku, sÌry nebo

SchÈma 27
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i dusÌku v poloze C-8 spojena alkylem, kter˝ nenese û·dnou
hydroxyskupinu142-146,8. TakovÈ slouËeniny vöak jiû nelze po-
vaûovat za analogy nukleosid˘ v pravÈm slova smyslu, neboù
i p¯Ìpadn· jedin· hydroxyskupina v ¯adÏ O-cyklick˝ch l·tek
je v·z·na anhydro vazbou.

Bylo p¯ipraveno mnoho acyklick˝ch analog˘ nukleotid˘.
DvÏ v˝raznÈ skupiny l·tek byly detailnÏ studov·ny pro svÈ

antivirovÈ in vitro a in vivo ˙Ëinky: N-(2-fosfonomethoxy-
ethyl) (PME) a (S)-N-(3-hydroxy-2-fosfonomethoxypropyl)
(HPMP) deriv·ty heterocyklick˝ch b·zÌ147,148. Z diisopropyl-
esteru (S)-8-brom-9-(3-hydroxy-2-fosfonomethoxypropyl)ad e-
ninu LXXXIII byl reakcÌ s hydridem sodn˝m v DMF p¯ipra-
ven p¯Ìsluön˝ cyklick˝ HPMPA deriv·t LXXXIV (schÈma 29)
(cit.149).

SchÈma 28

SchÈma 29

SchÈma 30
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9. Polynukleotidy obsahujÌcÌ purinovÈ
cyklonukleosidy

Podle ˙mluvy se polynukleotidovÈ sekvence kreslÌ sv˝m
5í-koncem vlevo, 3í-koncem vpravo. Triplet adenylyl-3í,5í-uri-
dylyl-3í,5í-guanosin m˘ûe b˝t zkr·cenÏ zaps·n jako ApUpG
(nebo jen AUG) (cit.150). Strategie chemickÈ syntÈzy oligo-
nukleotid˘ je podobn· syntÈze polypeptid˘. VhodnÏ chr·nÏn˝
nukleotid je p¯ipojen k rostoucÌmu konci oligonukleotidovÈho
¯etÏzce, odstranÌ se chr·nÌcÌ skupina a dÏj se opakuje.

Tak nap¯Ìklad dinukleosidmonofosf·t O-cykloadenosinu,
8,2í-anhydro-9-(β-D-arabinofuranosyl)-8-hydroxyadeninfos-
foryl-(3í,5í)-8,2í-anhydro-9-(β-D-arabinofuranosyl)-8-hydro-
xyadenin (LXXXVII, zkr·cenÏ AOpAO, hornÌ index O znaËÌ, ûe
se jedn· o O-cyklonukleosid), byl p¯ipraven z 5í-monome-
thoxytritylderiv·tu 8,2í-O-cykloadenosinu LXXXV a vhodnÏ
ochr·nÏnÈho 8,2í-anhydro-9-(β-D-arabinofuranosyl)-8-hydro-
xyadenin-5í-fosf·tu LXXXVI za pouûitÌ N,Ní-dicyklohexyl-
karbodiimidu (DCC) jako kondenzaËnÌho Ëinidla (schÈma 30)
(cit.151).

Byla p¯ipravena a studov·na ¯ada dalöÌch dinukleosidfos-
f·t˘ obsahujÌcÌch 8,2í-O-cykloadenosin152, 8,2í-S-cykloade-
nosin153,154 (jeho desulfuracÌ Ra-Ni lze p¯ipravit dinukleosid-
fosf·t odvozen˝ od 2í-deoxyadenosinu155), dinukleosidfosf·ty
ASpUO a UOpAS (hornÌ index S znaËÌ, ûe se jedn· o S-cyklo-
nukleosid)156, dinukleosidfosf·ty obsahujÌcÌ 8,2í-S-cykloade-
nosin a 8,2í-S-cykloinosin157 a mnoho dalöÌch158 a byly stu-
dov·ny jejich chemickÈ a fyzik·lnÌ vlastnosti159.

Syntetizov·na byla d·le ¯ada trinukleotid˘ a dalöÌch oligo-
a polynukleotid˘160,169 obsahujÌcÌch cyklonukleosidy a bylo
studov·no jejich tvo¯enÌ komplex˘ s r˘zn˝mi polynukleoti-
dy161-164.

Jiû bylo zmÌnÏno, ûe konformace molekuly v purinov˝ch
cyklonukleosidech je do znaËnÈ mÌry fixov·na. TotÈû platÌ
o cyklonukleosidech tvo¯ÌcÌch souË·st oligonukleotidovÈho
¯etÏzce. To umoûÚuje studovat vztah mezi konformacÌ a bio-
logickou funkcÌ. Nap¯. byly p¯ipraveny analogy tripletu AUG,
kter˝ je rozezn·v·n jako iniciaËnÌ nebo vnit¯nÌ kodon amino-
kyseliny methioninu p¯i proteosyntÈze165, kde adenosin byl
nahrazen 8,2í-O-cykloadenosinem166, 8,5í-O-cykloadenosi-
nem167, 8,2í-S-cykloadenosinem, 8,5í-S-cykloadenosinem (pop¯.
formycinem a dalöÌmi nukleosidy s modifikovanou adenino-
vou b·zÌ168). Tyto analogy se liöÌ torznÌmi ˙hly modifikova-
n˝ch adeninov˝ch b·zÌ kolem glykosidickÈ vazby, Ëehoû bylo
vyuûito p¯i studiu simulace vazby Met-tRNA k ribosomu169.
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Z. Janeba (Institute of Organic Chemistry and Bioche-
mistry, Academy of Sciences of the Czech Republic, Prague):
Purine 8-O- and 8-S-cyclonucleosides ñ Synthesis and Pro-
perties

8-Cyclonucleosides derived from purine bases can be pre-
pared by a number of reactions starting from appropriately
modified nucleosides or their 8-substituted (most frequently
bromo, hydroxy and sulfanyl) derivatives. The 8-cyclonu-
cleosides are compounds suitable for studying configurations
and conformations of purine nucleosides, also useful as inter-
mediates in the synthesis of many biologically interesting
compounds. Although the interest in 8-cyclonucleosides cul-
minated in the sixties and seventies, many papers return to
them at present and utilize them in various syntheses.
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1. ⁄vod

Kolagen je rozöÌ¯en v celÈ ¯Ìöi ûiv˝ch organism˘ s v˝jim-
kou  jednobunÏËn˝ch  a pat¯Ì mezi technicky nejd˘leûitÏjöÌ
vl·knitÈ bÌlkoviny. Je hlavnÌ sloûkou pojivov˝ch tk·nÌ, kter˝m
zajiöùuje spr·vnou funkci, zejmÈna v souvislosti s jejich me-
chanick˝mi vlastnostmi1. To je d·no jeho specifickou struktu-

rou, charakteristickou vysok˝m stupnÏm vnit¯nÌ organizace
molekul. Kolagen p¯edstavuje 25ñ30 % vöech bÌlkovin v tÏle.
Tvo¯Ì hlavnÌ organickou sloûku k˘ûe, kostÌ, chrupavek, ölach
a vaziva. Je rovnÏû v˝znamnou souË·stÌ cÈvnÌch stÏn, baz·l-
nÌch membr·n a rohovek. M· opÏrnou a ochrannou funkci
a pat¯Ì, zejmÈna jako sloûka mezibunÏËnÈ hmoty, ke klÌËov˝m
protein˘m ûivotnÌch pochod˘ ve zdravÈm i v nemocnÈm orga-
nismu.

Kolagen je obnovitelnou surovinou a jeho zdroje jsou
tÈmÏ¯ neomezenÈ. Je proto snaha neust·le zdokonalovat pre-
par·ty z nÏho vyr·bÏnÈ a hledat novÈ moûnosti jejich zpraco-
v·nÌ a vyuûitÌ. KromÏ toho, ûe je kolagen hlavnÌ surovinou
koûedÏlnÈho pr˘myslu pro v˝robu usnÌ (roËnÏ se zpracujÌ asi
4 mil. tun kolagenu2), vyuûÌv· se v ¯adÏ dalöÌch obor˘. P¯ehled
vyuûitÌ je uveden v tabulce I. »etnÈ aplikace vypl˝vajÌ z Ñfy-
ziologickÈ blÌzkostiì nebo dokonce identitÏ aplikovanÈho ko-
lagenu s tÏlesn˝m kolagenem, resorbovatelnosti a schopnosti
zadrûovat vodu.

2. Makromolekul·rnÌ charakter

2 . 1 . S t r u k t u r a a s l o û e n Ì

Charakteristickou vlastnostÌ molekuly kolagenu je pev-
nost a troj¯etÏzcov· helik·lnÌ (spir·lovit·) struktura. T¯i kola-
genovÈ polypeptidovÈ makromolekuly, naz˝vanÈ α-¯etÏzce
(z nichû kaûd˝ obsahuje kolem 1000 aminokyselinov˝ch zbyt-
k˘ (AMK) a mÏ¯Ì asi 280 nm), se spoleËnÏ st·ËejÌ do pravidel-
nÈ pravotoËivÈ superöroubovice (obr. 1). ⁄pln· ot·Ëka trojitÈ
spir·ly obsahuje 30 AMK zbytk˘. Superöroubovice tak tvo¯Ì
kolagenovou  molekulu  s dÈlkou asi 300  nm  a pr˘mÏrem
1,5 nm. α-ÿetÏzce jsou spir·lovitÏ stoËeny ve smÏru od N-kon-

Tabulka I
StrukturnÌ hierarchie kolagenu a p¯i¯azenÈ obory pouûitÌ

StrukturnÌ rovina Obor pouûitÌ / produkty

Pletivo vl·ken/plocha v˝roba usnÌ, krytÌ ran, n·hrada pokoû-
ky (koûnÌ implant·ty), n·hrada cÈv

Vl·kna st¯Ìvka z kolagenov˝ch past, obalovÈ
fÛlie, membr·ny, hemostyptika, pr·-
öek na r·ny

Fibrily biokompatibilnÌ plastovÈ nebo kera-
mickÈ materi·ly, kostnÌ a ËelistnÌ chi-
rurgie

Makromolekuly nativnÌ kolagen, atelokolagen, desa-
midokolagen pro kosmetiku a medi-
cÌnu

Polypeptidy ûelatina, klÌh, hydrolyz·ty kolagenu,
expandÈry plasmy, kapsule, ûelati-
naËnÌ prost¯edky, tensidy, emulg·to-
ry, zahuöùovadla, krmiva, hnojiva

Chem. Listy 94, 371 ñ 379 (2000) Refer·ty

371



covÈ skupiny k C-koncovÈ skupinÏ a jsou levotoËivÈ. Mole-
kuly jsou extrÈmnÏ bohatÈ na glycin (26 aû 28 %) a prolin (nad
15 %). Z prostorov˝ch d˘vod˘ leûÌ glycinovÈ zbytky uvnit¯
trojitÈ spir·ly (jsou dostateËnÏ malÈ pro obsazenÌ vnit¯nÌho
prostoru) a tÌm umoûÚujÌ, aby se t¯i α-¯etÏzce tÏsnÏ semkly do
koneËnÈho kolagenovÈho superhelixu. Prolin, dÌky svÈ kruho-
vÈ struktu¯e, umoûÚuje vytvo¯it levotoËivou konformaci kaû-
dÈho α-¯etÏzce, s t¯emi AMK zbytky na ot·Ëku3. P¯ehled
proteinogennÌch AMK shrnuje tabulka II.

Polypeptidov˝ ¯etÏzec tvo¯Ì opakujÌcÌ se jednotky tripep-
tid˘: (Gly-X-Y)n, kde X a Y jsou jakÈkoliv AMK, zpravidla je
jednou z nich prolin. Oblasti, tvo¯enÈ AMK s nÌzkou mol·rnÌ
hmotnostÌ, je moûno povaûovat za krystalickÈ, vysoce oriento-
vanÈ ˙seky. Naopak oblasti s nashrom·ûdÏn˝mi v˝öemoleku-
l·rnÌmi pol·rnÌmi AMK (nap¯. Asp, Glu, Lys, Arg) nemajÌ
p¯ÌsnÏ uspo¯·danou stavbu, jsou mÈnÏ orientovanÈ aû amorfnÌ.
Pro jejich konformaËnÌ volnost a p¯Ìtomnost pol·rnÌch skupin
je lze povaûovat za reaktivnÌ mÌsta kolagenovÈ molekuly4.
Toto rozloûenÌ pol·rnÌch a nepol·rnÌch AMK m· vztah k p¯Ì-

Tabulka II
Pr˘mÏrnÈ zastoupenÌ aminokyselin v kolagenu z hovÏzÌch
k˘ûÌa

Aminokyselina Hodnota Aminokyselina Hodnota

Hydroxyprolin 116,0 Methionin 6,5
Kyselina asparagov· 44,0 Isoleucin 10,0
Threonin 15,0 Leucin 24,0
Serin 36,0 Tyrosin 2,0
Kyselina glutamov· 70,0 Fenylalanin 12,0
Prolin 122,0 Hydroxylysin 6,5
Glycin 321,0 Lysin 30,0
Alanin 105,0 Histidin 4,5
Valin 20,0 Arginin 47,0

a Data vyj·d¯ena jako AMK zbytky/1000 zbytk˘

ËnÈmu pruhov·nÌ kolagenov˝ch fibril, pozorovanÈmu elektro-
nov˝m mikroskopem.

Existuje nÏkolik typ˘ kolagen˘, navz·jem se liöÌcÌch p¯e-
devöÌm sloûenÌm AMK (tabulka III).

2 . 2 . B i o s y n t È z a

Kolagen je vyluËov·n zejmÈna buÚkami pojivov˝ch tk·nÌ.
SamotnÈ kolagenovÈ polypeptidovÈ ¯etÏzce jsou syntetizov·-
ny na hraniËnÌ membr·nÏ ribosom˘ (jednotlivÈ AMK se spo-
jujÌ do ¯etÏz˘ kondenzacÌ za odötÏpenÌ vody) a n·slednÏ trans-
portov·ny do bunÏËnÈ dutiny endoplasmatickÈho retikula3

(ER) jako velkÈ prekursory, naz˝vanÈ pro α-¯etÏzce. Tyto
prekursory obsahujÌ jednak kr·tkÈ aminolumin·lnÌ Ñsign·lnÌ
peptidyì, nutnÈ pro transport vyluËovan˝ch protein˘ p¯es
membr·nu ER, a takÈ dalöÌ AMK, naz˝vanÈ propeptidy, vy-
skytujÌcÌ se na aminovÈm a karboxylovÈm konci. V bunÏËnÈ
dutinÏ ER jsou prolin a lysin hydroxylov·ny na hydroxyprolin
(Hyp) a hydroxylysin (Hyl). Kaûd˝ pro α-¯etÏzec se spojuje
se dvÏma dalöÌmi prost¯ednictvÌm H-vazeb, vznik· trojörou-
bovicov· struktura zvan· prokolagen. VodÌkov· vazba vznik·
mezi kyslÌkem karbonylovÈ skupiny jednÈ peptidovÈ vazby
a vodÌkem iminoskupiny druhÈ peptidovÈ vazby. VyluËovanÈ
fibril·rnÌ kolageny (kromÏ typu I) jsou v mimobunÏËnÈm
prostoru p¯evedeny, odstranÏnÌm propeptid˘, na kolagenovÈ
molekuly. Kolageny jsou vyluËov·ny s nehelik·lnÌmi pro-
dlouûenÌmi na obou koncÌch5. TÏmto odötÏpiteln˝m Ë·stem
polypeptid˘, extrÈmnÏ bohat˝m na aromatickou AMK tyro-
sin, se ¯Ìk· telopeptidy.

4-HydroxyprolinovÈa 5-hydroxylysinovÈzbytky jsouz¯Ìd-
ka p¯Ìtomny v jin˝ch proteinech. HydroxylovÈ skupiny hy-
droxyprolinu tvo¯Ì mezi¯etÏzcovÈ H-vazby pom·hajÌcÌ sta-
bilizovat troj¯etÏzcov˝ helix6 (okolnosti zabraÚujÌcÌ hydro-
xylaci prolinu, jako nedostatek kyseliny askorbovÈ, inhibujÌ
tvorbu prokolagenu). Z poslednÌch studiÌ vöak vypl˝v·, ûe vÌce
neû H-m˘stky m· na stabilitu molekuly vliv indukËnÌ efekt
Hyp v Y-pozici7. HydroxylovanÈ lysinovÈ zbytky jsou neza-
stupitelnÈ p¯i neobvyklÈ glykosylaci lysinu a jsou rozhodujÌcÌ

Obr. 1. SchÈma t¯Ì typ˘ kolagenu. Je patrnÈ rozdÌlnÈ zastoupenÌ jednotliv˝ch typ˘ polypeptidov˝ch ¯etÏzc˘ a r˘zn˝ stupeÚ glykosylace.
DisulfidovÈ sÌùov·nÌ je naznaËeno jen u typu III (p¯evzato z cit.20 s laskav˝m svolenÌm Wiley & Sons, Inc., Copyright 1987)
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Tabulka III
Typy a charakteristika zn·m˝ch kolagen˘

Typ ÿetÏzce Charakteristika V˝skyt

I α1(I), α2(I) nejËastÏjöÌ v˝skyt, m·lo hydroxylysinu kosti, ölachy, k˘ûe, zubovina,
vazivo, dÏloha, cÈvy

I α1(I) vyööÌ obsah 3- a 4-hydroxyprolinu a 5-hydroxylysinu n·dorovÈ ˙tvary a zanÌcen·
Trimer loûiska
II α1(II) Ëast˝ v˝skyt, relativnÏ bohat˝ na hydroxylysin chrupavky, sklivec oka

a karbohydr·ty
III α1(III) bohat˝ na hydroxylysin obsahujÌcÌ mezi¯etÏzcovÈ k˘ûe, cÈvy, dÏloha, retikulin

disulfidickÈ vazby
IV α1(IV), α2(IV) bohat˝ na hydroxylysin, obsahuje rozs·hlÈ globul·rnÌ baz·lnÌ membr·ny

regiony
V α1(V), α2(V), α3(V) stejn˝ jako typ IV spojovacÌ tk·nÏ
VI α1(VI), α2(VI), α3(VI) mikrofibrily spojovacÌ tk·nÏ
VII dlouhÈ ¯etÏzce zpevÚujÌcÌ fibrily
VIII α1(VIII) öroubovice za¯azenÈ za sebou nÏkterÈ endotelickÈ buÚky
IX α1(IX), α2(IX), α3(IX) vedlejöÌ protein chrupavek, nese glykosaminoglykany chrupavky
X α1(X) kr·tkÈ ¯etÏzce hypertrofickÈ chrupavky

pro rozs·hlÈ sÌùov·nÌ kolagenov˝ch molekul, kterÈ se tvo¯Ì
bÏhem shromaûÔov·nÌ kolagenu v mimobunÏËnÈm prostoru.
Zbytky hydroxylysinu s nav·zan˝mi sacharidy se podÌlÌ na
tvorbÏ intra- a intermolekul·rnÌho kovalentnÌho p¯ÌËnÈho sÌ-
ùov·nÌ2.

Kolageny jsou neust·le, i kdyû pomalu, degradov·ny spe-
cifick˝mi mimobunÏËn˝mi enzymy, tzv. kolagenasami. Po
vylouËenÌ jsou propeptidy prokolagenov˝ch molekul odstra-
nÏny specifick˝mi proteolytick˝mi enzymy mimo buÚku. Ty-
to p¯emÏÚujÌ prokolagenovÈ molekuly na molekuly kolagenu,
takÈ naz˝vanÈho tropokolagen (1,5 nm v pr˘mÏru), kterÈ se
spojujÌ v mimobunÏËnÈm prostoru za tvorby rozmÏrnÏjöÌch
kolagenov˝ch  fibril  (10ñ300  nm v pr˘mÏru). HnacÌ silou
tvorby fibril je do jistÈ mÌry tendence kolagenu k samosesku-
pov·nÌ. Propeptidy majÌ alespoÚ dvÏ funkce: 1) usmÏrÚujÌ
vnitrobunÏËnou tvorbu troj¯etÏzcov˝ch kolagenov˝ch mole-
kul, 2) protoûe jsou odstranÏny aû po sekreci, zabraÚujÌ nitro-
bunÏËnÈ tvorbÏ velk˝ch kolagenov˝ch fibril, kter· by mohla
b˝t pro buÚku fat·lnÌ. P¯i pozorov·nÌ izolovan˝ch kolageno-
v˝ch fibril v elektronovÈm mikroskopu se ukazuje tÏsnÈ uspo-
¯·d·nÌ kolagenov˝ch molekul ve fibril·ch a posunutÌ soused-
nÌch molekul o 67 nm, coû je tÈmÏ¯ 1/4 jejich dÈlky. Tak
vznikajÌ, mezi po sobÏ jdoucÌmi molekulami v ¯adÏ, mezery8

o velikosti 35 nm. Toto uspo¯·d·nÌ pravdÏpodobnÏ zajiöùuje
agreg·t˘m velkou pevnost v tahu. TakÈ r˝hovan· struktura
kolagenov˝ch molekul, viditeln· v elektronovÈm mikroskopu,
je d·na posunem molekul a vznikem mezer.

Po vytvo¯enÌ kolagenov˝ch fibril v mimobunÏËnÈm pros-
toru n·sleduje jejich vnit¯nÌ zpevnÏnÌ zesÌùov·nÌm, tj. tvorbou
kovalentnÌch vazeb mezi lysinov˝mi zbytky z·kladnÌch kola-
genov˝ch molekul. SÌùov·nÌ probÌh· v nÏkolika krocÌch: 1)
lysinovÈ a hydroxylysinovÈ zbytky jsou deaminov·ny mimo-
bunÏËn˝mi enzymy (lysyloxidasami), ËÌmû se zvyöuje reakti-
vita tvorbou aldehydov˝ch skupin, 2) vzniklÈ aldehydy spon-
t·nnÏ reagujÌ s jin˝mi lysinov˝mi, nebo hydroxylysinov˝mi
zbytky za tvorby kovalentnÌch vazeb; nÏkterÈ z tÏchto vazeb
jsou nestabilnÌ a d·le modifikov·ny tvo¯Ì stabilnÏjöÌ zesÌùov·-

nÌ; vÏtöinou zesÌùov·nÌ vznik· mezi kr·tk˝mi nehelik·lnÌmi
konci molekul kolagenu.

Organizace kolagenov˝ch fibril v mezibunÏËnÈ hmotÏ je
p¯izp˘sobena pot¯eb·m tk·nÏ. Fibrily majÌ r˘znÈ pr˘mÏry
a jsou v r˘zn˝ch tk·nÌch odliönÏ organizov·ny. V savËÌ k˘ûi
nap¯. jsou Ñtk·nyì tak, aby odol·valy napÏtÌ ve vöech smÏrech.
Ve ölach·ch jsou organizov·ny do paralelnÌch svazk˘ podÈl
hlavnÌ osy napÏtÌ  p˘sobÌcÌho na ölachu3. U dospÏlÈ kosti
a rohovky vytv·¯ejÌ pravidelnÏ vrstvenÈ struktury podobnÈ
p¯ekliûce, p¯iËemû jednotlivÈ vrstvy jsou na sebe kolmÈ. Poji-
vovÈ tk·nÏ samy urËujÌ velikost a uspo¯·d·nÌ kolagenov˝ch
fibril. BuÚky mohou provÈst expresi jednoho nebo vÌce gen˘
pro r˘znÈ typy fibril·rnÌch prokolagenov˝ch molekul a mohou
takÈ regulovat jejich rozmÌstÏnÌ po sekreci. Nakonec je stupeÚ
zesÌùov·nÌ kolagenu vÏtöÌ nebo menöÌ podle poûadovanÈ pev-
nosti v tahu.

SyntÈza kolagenov˝ch fibril a jejich shromaûÔov·nÌ se
dajÌ struËnÏ popsat v n·sledujÌcÌch krocÌch: 1) procesy probÌ-
hajÌcÌ uvnit¯ buÚky: syntÈza pro α-¯etÏzce, hydroxylace a v˝-
bÏr prolin˘ a lysin˘, glykosylace vybran˝ch hydroxylysin˘,
tvorba trojhelik·lnÌ formace ze t¯Ì pro α-¯etÏzc˘; 2) sekrece
p¯es plazmatickou membr·nu: prokolagenov· molekula; 3)
procesy vnÏ buÚky: rozötÏpenÌ propeptid˘, vznik kolageno-
v˝ch molekul, jejich shromaûÔov·nÌ do fibril, agregace kola-
genov˝ch fibril do kolagenov˝ch vl·ken.

2 . 3 . N e b Ì l k o v i n n È k o m p o n e n t y

Povrch kolagenov˝ch fibril hraje d˘leûitou roli ve stavbÏ
a funkci pojivov˝ch tk·nÌ. Jackson6 pozoroval, ûe chondroitin
sulf·t a jinÈ glykosaminoglykany (GAG), v·zanÈ soln˝mi
m˘stky nebo vodÌkov˝mi vazbami, se podÌlejÌ na stabilizaci
kolagenu ve ölach·ch. Vysoce ËiötÏn˝ kolagen i po nedegra-
dujÌcÌ extrakci obsahuje mal· mnoûstvÌ jednoduch˝ch sacha-
rid˘, a to pentos a hexos. Hˆrmann9 zjistil, ûe hexosou p¯Ìtom-
nou v kolagenu rozpustnÈm v kyselÈm prost¯edÌ je glukosa
(3,8 jednotek na 1000 AMK zbytk˘), zatÌmco v nerozpustnÈm
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kolagenu se vyskytuje jak glukosa tak i galaktosa (celkem 3,5
jednotky na kolagenovÈ vl·kno). RozpustnÈ frakce d·le obsa-
hujÌ mannosu, fukosu, rhamnosu a ribosu. SacharidickÈ sloûky
se v·ûou prost¯ednictvÌm hydroxylysinovÈho zbytku.

2 . 4 . F y z i k · l n Ï c h e m i c k È v l a s t n o s t i

2.4.1. Polyelektrolytick˝ charakter

Kolagen, podobnÏ jako i jinÈ bÌlkoviny, m· charakter
amfoternÌho polyelektrolytu4. Jeho iontovÈ reakce probÌhajÌ
v z·vislosti na pH prost¯edÌ. To znamen·, ûe Ë·st skupin
postrannÌch ¯etÏzc˘ se ionizuje v alkalickÈ a Ë·st v kyselÈ
oblasti pH. N·boj kolagenovÈ molekuly se mÏnÌ se zmÏnou
pH; v silnÏ kyselÈ oblasti m· kladn˝ n·boj, v silnÏ alkalickÈ
oblasti z·porn˝. Izoelektrick˝ bod nativnÌho kolagenu je p¯i
pH 7. MÌrn˝mi ˙Ëinky chemik·liÌ se mÏnÌ v rozsahu pH 4,5
aû  8,0.  VÏtöina fyzik·lnÏ  chemick˝ch  vlastnostÌ vykazuje
v tÈto oblasti extrÈmnÌ hodnoty. Jako izoiontov˝ bod je ozna-
Ëov·na hodnota pH, p¯i nÌû poËet proton˘ p¯ipojen˝ch ke
skupin·m ñNH2 bÌlkoviny se rovn· poËtu proton˘ oddisocio-
van˝ch ze skupin ñCOOH. Proto se bÌlkovina ËistÌ dial˝zou,
aby neobsahovala û·dnÈ jinÈ ionty. Hodnota pH se potom
charakterizuje jako izoiontov˝ bod.

2.4.2. Botn·nÌ

Z fyzik·lnÏ chemickÈho hlediska pat¯Ì kolagen k p¯echod-
n˝m koloidnÌm soustav·m ñ gel˘m. Jejich nejd˘leûitÏjöÌ vlast-
nostÌ je schopnost botnat. Po pono¯enÌ do vody vl·kno kola-
genu omezenÏ botn· (exotermnÌ proces); p¯itom doch·zÌ ke
zmÏnÏ objemu, dÈlky a pruûnosti vl·kna. »·st vody obsaûenÈ
v nabotnalÈm kolagenu tvo¯Ì tzv. botnacÌ voda, kterou lze
mechanick˝m ˙Ëinkem odstranit, druhou Ë·st tvo¯Ì voda hy-
drataËnÌ, koloidnÏ v·zan·, odstraniteln· jen suöenÌm.

Z hlediska mechanismu lze rozliöit botn·nÌ osmotickÈ
(n·bojovÈ) a lyotropnÌ. P¯i osmotickÈm botn·nÌ pronik· voda
styËnou plochou mezi pevnou l·tkou a rozpouötÏdlem n·sled-
kem gradientu osmotickÈho tlaku. Ten je d·n rozdÌlem kon-
centracÌ vöech pohybliv˝ch iont˘ ve vnit¯nÌ f·zi (gelu) a ve
vnÏjöÌ f·zi (roztoku). Po urËitÈ dobÏ se ustavÌ rovnov·ha ñ tzv.
Donnanova membr·nov· rovnov·ha, kdy botnacÌ tlak je pr·vÏ
vykompenzov·n pevnostÌ makromolekul·rnÌ sÌtÏ4. RozruöenÌ
stabilizujÌcÌch vazeb (p˘sobenÌm extrÈmnÌ hodnoty pH nebo
lyotropnÌch Ëinidel) snÌûÌ protitlak pevnÈ f·ze proti pr˘niku
vody a rovnov·hy se dos·hne p¯i vyööÌm stupni nabotn·nÌ
(lyotropnÌ botn·nÌ). SlouËeniny zp˘sobujÌcÌ tento druh botn·-
nÌ majÌ schopnost ötÏpit vodÌkovÈ vazby a v extrÈmnÌm p¯Ìpa-
dÏ aû rozpouötÏt kolagen.

2.4.3. Denaturace a renaturace

Vlivem nÏkter˝ch chemik·liÌ nebo tepeln˝m ˙Ëinkem ztr·-
cejÌ bÌlkoviny svÈ p˘vodnÌ nativnÌ vlastnosti ñ denaturujÌ.
DenaturacÌ kolagenu vznik· ûelatina. OrechoviË a Spikiter
zjistili, ûe produktem denaturaËnÌ reakce vodnÈho roztoku
tropokolagenu jsou dva ötÏpy liöÌcÌ se molekulovou hmotnostÌ,
a oznaËili je jako komponenty α a β (viz10). Komponentu β lze
d·le rozötÏpit na dvÏ komponenty α. VznikajÌ tedy t¯i ötÏpy
odpovÌdajÌcÌ trojitÈ spir·le molekuly kolagenu. Mechanismus
denaturace tropokolagenu je dvoustupÚov˝ proces. Nejd¯Ìve

nastane zborcenÌ trojitÈ spir·ly a makromolekula tropokolage-
nu se st·hne do statistickÈho klubka, v nÏmû jsou jednotlivÈ
¯etÏzce navz·jem jeötÏ spojeny. V druhÈm stupni se tato klub-
ka rozpad·vajÌ na t¯i frakce: frakci α tvo¯ÌcÌ jeden polypepti-
dick˝ ¯etÏzec p˘vodnÌ spir·ly, frakci β tvo¯ÌcÌ dva dosud
spojenÈ ¯etÏzce a frakci γ, kterou tvo¯Ì t¯i ¯etÏzce v nezmÏnÏnÈ
formÏ statistickÈho klubka. Z˘stane-li denaturovan˝ roztok
tropokolagenu st·t delöÌ dobu p¯i nÌzkÈ teplotÏ, probÌh· zË·sti
proces renaturace, tj. zpÏtn· rekonstrukce spir·lovÈ konfigu-
race.

2.4.4. Hydroterm·lnÌ stabilita

P¯i zah¯Ìv·nÌ kolagenov˝ch vl·ken ve vodÏ doch·zÌ k je-
jich zkr·cenÌ asi o 1/3 vl·kna ve smÏru osy. Tato termick·
kontrakce je charakterizov·na teplotou smrötÏnÌ Ts. P¯ÌËinou
smrötÏnÌ je ötÏpenÌ intermolekul·rnÌch p¯ÌËn˝ch vazeb a rov-
nÏû intramolekul·rnÌch vazeb (kdy nast·v· denaturace kolage-
nu), kterÈ udrûujÌ trojitÈ  spir·ly v nativnÌm kolagenovÈm
vl·knÏ v nataûenÈm stavu. Ts kolagenu se povaûuje za t·nÌ
kolagenu v krystalick˝ch oblastech. RovnÏû lyotropnÌ Ëinidla,
ötÏpÌcÌ vodÌkovÈ vazby, zp˘sobujÌ kontrakci kolagenovÈho
vl·kna a sniûujÌ hodnoty Ts. K urËenÌ stability trojhelik·lnÌ
struktury se vyuûÌv· obvykle mÏ¯enÌ teploty Td, tj. denaturaËnÌ
teploty p¯echodu kolagen ñ ûelatina (viz odst. 2.4.6), kter˝
jako f·zov· p¯emÏna prvnÌho ¯·du m· kladnÈ a v˝raznÈ ∆H.
Hodnoty obou teplot lze v urËitÈm rozsahu zv˝öit zesÌùov·nÌm
kolagenu11; tak nap¯. u kolagenu vyËinÏnÈho glutaraldehydem
jsou nach·zeny hodnoty Ts kolem 70 ∞C, naproti tomu u nativ-
nÌho kolagenu 37 ∞C.

2.4.5. Hydratace kolagenu

Proteiny obsahujÌ dva typy hydrofilnÌch center schopn˝ch
v·zat vodu elektrostatick˝mi silami a vodÌkov˝mi vazbami:
1) pol·rnÌ skupiny p¯ÌtomnÈ v boËnÌch ¯etÏzcÌch nÏkter˝ch
AMK zbytk˘, 2) dusÌk a kyslÌk peptidickÈ vazby12. Pro udrûenÌ
fyzik·lnÌch vlastnostÌ kolagenu je nutn· asociace urËitÈho
minim·lnÌho mnoûstvÌ vody, tvo¯ÌcÌho p¯ibliûnÏ 20 % jeho
hmotnosti. V plnÏ hydratovanÈm stavu kolagenu se uvolÚuje
pohybovÈ omezenÌ peptidov˝ch ¯etÏzc˘ protofibril, typickÈ
pro such˝ stav, ËÌmû se vysvÏtluje element·rnÌ funkce vody
pro fyzik·lnÌ vlastnosti proteinu. Vzd·lenost mezi sousednÌmi
polypeptidov˝mi ¯etÏzci suchÈho kolagenu je 1 nm, hydratacÌ
se tato vzd·lenost zvyöuje na 1,5 aû 1,6 nm.

2.4.6. P¯emÏna na ûelatinu

Zah¯Ìv·nÌm kolagenu ve vodnÈm prost¯edÌ vznik· ûelati-
na. Z hlediska teoretick˝ch p¯edstav p¯emÏny kolagenu na
ûelatinu rozezn·v·me t¯i pochody: 1) ötÏpenÌ p¯ÌËn˝ch kova-
lentnÌch intermolekul·rnÌch vazeb na ˙rovni kvarternÌ struk-
tury, 2) denaturace na ˙rovni terci·rnÌ struktury, 3) hydroly-
tickÈ ötÏpenÌ peptidick˝ch vazeb polypeptidov˝ch ¯etÏzc˘ na
molekul·rnÌ ˙rovni. Z·sah do struktury polypeptidovÈho ¯e-
tÏzce m· charakter degradace, depolymerace a je jevem neû·-
doucÌm: ËÌm mÈnÏ tÏchto vazeb je rozötÏpeno, tÌm lepöÌ fyzi-
k·lnÏ chemickÈ vlastnosti ûelatina m·.

Typickou vlastnostÌ ûelatiny je p¯echod solñgel. Gel ûela-
tiny jevÌ tixotropii, zah¯·tÌm na urËitou teplotu Ñtajeì a p¯ech·-
zÌ na sol. Je to p¯emÏna inverznÌ, nikoli vöak vratn·:
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gel sol sol gel

Z hlediska sloûenÌ AMK je moûnÈ ûelatinu povaûovat za
chemicky velmi Ëistou formu kolagenu. Jsou odstranÏny ne-
vl·knitÈ bÌlkoviny, mukopolysacharidy a tuky13. U ûelatiny
p¯ipravenÈ alkalicky doch·zÌ k poklesu koncentrace argininu,
tyrosinu a amidicky v·zanÈho dusÌku. Kysele p¯ipraven· ûe-
latina se proto vÌce blÌûÌ AMK sloûenÌ kolagenu.

2 . 5 . R o z t o k k o l a g e n u

Jiû na poË·tku stoletÌ bylo zjiötÏno, ûe nÏkterÈ kolageny
lze rozpustit ve studenÈm z¯edÏnÈm roztoku kyseliny octovÈ.
Fyzik·lnÏ chemickÈ studie rozpustn˝ch kolagen˘ (rozptyl
svÏtla, osmometrie, viskozimetrie, dvojlom svÏtla) umoûnily
blÌûe charakterizovat tropokolagen14. V dostateËnÏ nÌzkÈ kon-
centraci existuje rozpustn˝ kolagen ve z¯edÏn˝ch roztocÌch
organick˝ch kyselin ve formÏ prot·hl˝ch tenk˝ch tyËinek15

o dÈlce 280 nm, pr˘mÏru 1,6 nm a relativnÌ molekulovÈ hmot-
nosti podle r˘zn˝ch autor˘ od 265 000 do 300 000. PozdÏji
byla pops·na dalöÌ t¯Ìda rozpustn˝ch kolagen˘15-17 zÌskan˝ch
extrakcÌ ve studen˝ch, slabÏ alkalick˝ch roztocÌch solÌ nebo
neutr·lnÌch roztocÌch solÌ s hypertonickou a fyziologickou
iontovou silou. V nativnÌ formÏ je moûnÈ rozpustit jen agre-
gaËnÌ formy kolagenu, kterÈ jeötÏ neobsahujÌ intermolekul·rnÌ
p¯ÌËnÈ kovalentnÌ vazby1. Nerozpustn˝ kolagen z tk·nÌ star-
öÌch jedinc˘ lze rozpustit po p¯edchozÌ ˙pravÏ, p¯i nÌû se
rozötÏpÌ Ë·st intermolekul·rnÌch p¯ÌËn˝ch vazeb a nastane
Ë·steËn· nebo celkov· chemick· nebo tepeln· denaturace.
Rozpustnost kolagenu takÈ z·visÌ na stupni zralosti tk·nÏ.
Z tk·nÌ mlad˝ch jedinc˘ je moûnÈ rozpustit 10 aû 15 % kola-
genu; st·rnutÌm vaziva rozpustnost kles·4. PoslednÌ v˝zkumy
ukazujÌ, ûe pro pouûitÌ kolagenu jako biomateri·lu je alkalick·
˙prava ˙ËinnÏjöÌ neû kysel·, protoûe pozitivnÏ ovlivÚuje ter-
m·lnÌ stabilitu kolagenu a znemoûÚuje tvorbu fibril p¯i neu-
tr·lnÌm pH ve fyziologick˝ch podmÌnk·ch18.

3. Degradace

3 . 1 . H y d r o l y t i c k · d e g r a d a c e

Kolagen v roztoku podlÈh· progresivnÌ hydrolytickÈ de-
gradaci doprov·zenÈ ztr·tou mnoha fyzik·lnÌch vlastnostÌ.
Rychlost tohoto procesu je z·visl· na teplotÏ, pH systÈmu
a v menöÌ mÌ¯e na vnit¯nÌm tlaku roztoku a povaze dalöÌch
rozpouötÏdel, kterÈ mohou b˝t p¯Ìtomny. S teplotou rychlost
hydrol˝zy roste. P¯i neutr·lnÌm pH postupuje degradace po-
maleji, s pohybem na obÏ strany rychlost roste. KromÏ hy-
drol˝zy p¯ÌËn˝ch kovalentnÌch, p¯ev·ûnÏ esterov˝ch vazeb,
probÌh· souËasnÏ ötÏpenÌ peptidick˝ch vazeb v polypeptido-
vÈm ¯etÏzci. P¯i alkalickÈ hydrol˝ze je toto ötÏpenÌ mÌrnÏj-
öÌ; ötÏpÌ se sedmn·ctkr·t mÈnÏ peptid˘ neû esterov˝ch vazeb4.
P¯i kyselÈ hydrol˝ze je ötÏpenÌ obou typ˘ vazeb p¯ibliûnÏ
stejnÈ.

3 . 2 . E n z y m a t i c k · d e g r a d a c e

NÏkterÈ studie uk·zaly, ûe nativnÌ kolagen je v˘Ëi p˘sobe-
nÌ bÏûn˝ch proteolytick˝ch enzym˘ odoln˝, s v˝jimkou ur-

Ëit˝ch enzym˘ bakteri·lnÌho nebo hmyzÌho p˘vodu, tzv. ko-
lagenas, kterÈ specificky ötÏpÌ peptidovÈ ¯etÏzce nativnÌho
kolagenu19. Pat¯Ì mezi nÏ nap¯. enzymy izolovanÈ z bakte-
riÌ Clostridium perfringens a Cl. histolyticum. Jin· situace
vöak nast·v· p¯i vyööÌ teplotÏ, kdy  se v roztoku rozpad·
sekund·rnÌ struktura kolagenu. Kaûd˝ peptidov˝ ¯etÏzec je
pak  schopen zaujmout vÏtöÌ poËet konformacÌ s p¯ibliûnÏ
stejnou energiÌ a nem· st·lou orientaci. Tehdy mohou pepti-
dovÈ segmenty p¯izp˘sobit svou orientaci aktivnÌmu centru
enzymu a st·t se tak p¯ÌstupnÈ tÈmÏ¯ vöem proteolytick˝m
enzym˘m. Ty p¯ednostnÏ hydrolyzujÌ vazby s aromatick˝mi
zbytky, nÏkterÈ, jako trypsin, ötÏpÌ peptidovÈ vazby, estery a
amidy19.

3 . 3 . O x i d a Ë n Ì ö t Ï p e n Ì

OxidaËnÌ ötÏpenÌ je sloûitÏjöÌ neû hydrolytick· degradace.
Studium vlivu oxidaËnÌch Ëinidel, jako je nap¯. peroxid vodÌ-
ku, jodistan sodn˝, bromnan sodn˝ a ûelezokyanatan sodn˝,
uk·zalo, ûe se jejich reakce s kolagenem navz·jem znaËnÏ liöÌ.
Degradace je zaloûena na ataku p¯ÌsluönÈho Ëinidla na sachari-
dy obsaûenÈ v kolagenu22. ätÏpenÌ kyselinou jodistou je do-
prov·zeno mÌrn˝m ˙bytkem voln˝ch aminoskupin (van Sly-
kova anal˝za) a prudk˝m poklesem obsahu hexosy. Ztr·-
ta aminoskupin odpovÌd· snÌûenÈmu obsahu hydroxylysinu
v kysele rozpustnÈm kolagenu.

4. Chemick· modifikace

S v˝jimkou reakcÌ thiolov˝ch  skupin se k modifikaci
vlastnostÌ a chov·nÌ kolagenu pouûÌv· cel· ¯ada reakcÌ, kterÈ
je moûnÈ rozdÏlit do n·sledujÌcÌch kategoriÌ: 1) p¯Ìm· reakce
boËnÌch funkËnÌch skupin s monofunkËnÌmi reagenty nebo 2)
s polyfunkËnÌmi reagenty, vedoucÌ k polymerizaci; 3) oxidaË-
nÌ nebo redukËnÌ reakce mÏnÌcÌ povahu ¯etÏzc˘ (rozötÏpenÌ
peptidick˝ch vazeb nebo odbour·nÌ sacharid˘ asociovan˝ch
s kolagenem); 4) omezen· enzymatick· degradace, kter· ne-
ch·v· strukturu hlavnÌho ¯etÏzce neporuöenou. Vyjma tÏch
p¯Ìpad˘, kdy je degradace û·doucÌ, jsou reakËnÌ podmÌnky
voleny tak, aby hydrolytick· degradace bÏhem chemickÈ mo-
difikace byla minim·lnÌ.

4 . 1 . R e a k c e s m o n o f u n k Ë n Ì m i r e a g e n t y

4.1.1. Acylace

⁄plnou acetylacÌ aminoskupin kolagenu acetanhydridem
vznik· vÌcen·sobn˝ N-acetylderiv·t a p¯Ìsluön˝ poËet molekul
kyseliny octovÈ19. Reakce je doprov·zena Ë·steËnou (77 %)
acetylacÌ hydroxylov˝ch skupin. ⁄plnÈ acetylace lze dos·-
hnout s pouûitÌm smÏsi anhydridu kyseliny octovÈ a ethylace-
t·tu s p¯Ìdavkem malÈho mnoûstvÌ kyseliny mravenËÌ jako
katalyz·toru. SelektivnÌ N- a O-acetylace je moûn· pouze
jednostrannÏ. Nap¯. p¯i kompletnÌ N-acetylaci ûelatiny acetan-
hydridem, p¯i pH 9,5ñ10,5 ve vodnÈm roztoku p¯i 0 ∞C, se
dosahuje pouze 2 % O-acetylace22. Je nutno pamatovat na
skuteËnost, ûe po acetylaci na b·zi anhydrid kyseliny octovÈ
ñ siln· kyselina doch·zÌ k degradaci hlavnÌho polymernÌho
¯etÏzce. DalöÌ moûnou  vedlejöÌ reakcÌ  je transesterifikace,
kter· n·slednÏ zp˘sobuje sÌùov·nÌ kolagenu.

34° →C 28° →C
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4.1.2. Esterifikace

Aù uû se jedn· o esterifikaci dimethylsulf·tem, bezvod˝m
methanolem, nebo jin˝mi Ëinidly, je teplota smrötÏnÌ esterifi-
kovanÈho kolagenu totoûn· s hodnotami Ts namÏ¯en˝mi u na-
tivnÌ formy, ale vûdy se podstatnÏ mÏnÌ pr˘bÏh k¯ivek botn·nÌ
kolagenu22. Esterifikovan˝ kolagen na rozdÌl od nativnÌ formy
nevykazuje v oblasti pH 6ñ9 minimum, ale proch·zÌ maxi-
mem. V silnÏ kyselÈ (pH 2) a silnÏ alkalickÈ (pH 11) oblasti
jsou hodnoty Ts shodnÈ. I p¯es vysokou schopnost botnat
z˘st·v· esterifikovan˝ kolagen nerozpustn˝ a, jak ukazujÌ
mÏ¯enÌ Ts, zachov·v· si svoji strukturnÌ integritu. To naznaËu-
je, ûe p˘vodnÌ intermolekul·rnÌ sÌùov·nÌ nenÌ ovlivnÏno reak-
ËnÌmi podmÌnkami. Vysok˝ stupeÚ nabotn·nÌ po esterifikaci
je Ë·steËnÏ p¯isuzov·n polyelektrolytovÈmu efektu, jelikoû sÌù
kolagenov˝ch vl·ken je p¯evedena na kationtovou formu s hu-
stotou  n·boje nejmÈnÏ jeden  kationtov˝  boËnÌ ¯etÏzec  na
kaûd˝ch 10 aminokyselinov˝ch zbytk˘.

4.1.3. Deaminace

Deaminace vede k p¯emÏnÏ voln˝ch aminoskupin na hy-
droxylovÈ skupiny. Pro dosaûenÌ kompletnÌ deaminace se
uûÌv· smÏs obsahujÌcÌ dusitan sodn˝ a ledovou kyselinu octo-
vou8. Deaminovan˝ kolagen si zachov·v· p˘vodnÌ Ts, ale
stejnÏ jako u esterifikace se mÏnÌ k¯ivky botn·nÌ. KyselÈ
botn·nÌ je snÌûeno v mÌ¯e odpovÌdajÌcÌ poklesu kladnÈho n·-
boje sÌtÏ. V rozmezÌ pH 4ñ7 je objem absorbovanÈ vody
identick˝ u nativnÌho i deaminovanÈho kolagenu. Avöak v al-
kalickÈ oblasti doch·zÌ k podstatnÈmu n·r˘stu objemu roz-
pouötÏdla, coû je pozoruhodnÈ vzhledem k DonnanovÏ rovno-
v·ze a elektrostatickÈmu efektu. Doch·zÌ z¯ejmÏ k poklesu
vnit¯nÌ koheze mezi vl·kny.

4.1.4. Deguanidinace

Arginin m˘ûe b˝t deguanidinov·n alk·liemi za vzniku
ornitinu a moËoviny, nebo takÈ citrulinu a amoniaku (obr. 2).
Reakce probÌh· pomalu a je v˝znamn· jen v pozdÏjöÌm stupni
alkalickÈ degradace kolagenu23.

4 . 2 . R e a k c e v e d o u c Ì k e t v o r b Ï
s Ì ù o v a n È h o g e l u

SÌùovan˝ kolagen m· vyööÌ modul pruûnosti (Young˘v
modul), vÏtöÌ odolnost v˘Ëi p˘sobenÌ proteas a niûöÌ stupeÚ
nabotn·nÌ neû protein nezesÌùovan˝24,25. Jelikoû je v˝hodnÈ,

aby kolagenovÈ prepar·ty mÏly co moûn· nejlepöÌ chemickÈ,
fyzik·lnÌ i materi·lovÈ vlastnosti a minim·lnÌ reaktivitu s vo-
dou, v jejÌmû prost¯edÌ se obvykle nach·zejÌ, jsou sÌùovacÌ
techniky Ëasto vyuûÌv·ny. ZesÌùov·nÌ kolagenu m˘ûe b˝t docÌ-
leno jednak chemickou ˙pravou, nap¯. s aldehydy, jako je
formaldehyd, akrolein, glutaraldehyd, glyoxal, d·le s kyseli-
nami (kyselinou chromovou), oxidaËnÌmi Ëinidly (jodistany),
jednak fyzik·lnÌmi vlivy, nap¯. gama z·¯enÌm, UV z·¯enÌm
a jin˝mi26.

4.2.1. Aldehydov· kondenzace

Schopnost aldehyd˘ stabilizovat a sÌùovat AMK a proteiny
byla potvrzena jiû v 50. letech na p¯Ìkladu deriv·t˘ aminoky-
selin p¯ipraven˝ch reakcÌ s formaldehydem, kterÈ vedly ke
vzniku aminomethylol deriv·t˘ prim·rnÌch aminoskupin, s n·-
slednou kondenzacÌ se sekund·rnÌmi aminy, amidy, nebo guani-
dinov˝mi skupinami za tvorby methylenov˝ch m˘stk˘1 (obr. 3).

SÌùov·nÌ je docÌleno s mono- i bifunkËnÌmi aldehydy,
jejich reakce se vöak znaËnÏ liöÌ. DialdehydovÈ ökroby a ali-
fatickÈ dialdehydy, jako je glutaraldehyd (GTA), modifikujÌ
kolagen tvorbou m˘stk˘ za vzniku dvojitÈ Schiffovy b·ze27,28

(R1ñCñN=Cñ(C)nñC=NñCñR2). GTA reaguje p¯ednostnÏ s ε-
-aminoskupinami lysinov˝ch zbytk˘ ¯etÏzc˘, ale byly zÌsk·ny
takÈ  reakce s N-koncov˝mi aminoskupinami peptid˘,  SH
skupinami cysteinu a imidazolov˝mi kruhy histidinu29. Ze
spektr·lnÌ charakteristiky a relativnÌ molekulovÈ hmotnosti
reakËnÌch produkt˘ je patrnÈ, ûe GTA reaguje s ε-NH2 skupi-
nami za tvorby m·lo stabilnÌho aminu s mol·rnÌ hmotnostÌ
p¯ibliûnÏ 200 g.mol-1 a absorpcÌ p¯i 300 nm (cit.30). V p¯Ìtom-
nosti nadbytku GTA nast·v· rychl· konverze na v˝öemoleku-
l·rnÌ meziprodukt, kter˝ silnÏ absorbuje p¯i 265 nm. Stabilita

Obr. 2. ReakËnÌ schÈma deguanidinace

CHñCH ñCH ñCH ñNHñC2 2 2

NH

NH2

H O2

NH2

COOH

CHñCH ñCH ñCH ñNH +  C=O2 2 2 2

NH2

NH2
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H O2

NH2

COOH

CHñCH ñCH ñCH ñNHñCñNH +  NH2 2 2 2 3

O
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NH2

COOH

ornitin

Obr. 3. Aldehydov· kondenzace
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vzniklÈ Schiffovy b·ze ukazuje, ûe takto fixovan˝ kolagen je
mnohem vÌce odoln˝ v˘Ëi kyselÈ nebo vysokoteplotnÌ hydro-
l˝ze neû produkt modifikovan˝ za stejn˝ch podmÌnek, ale
pomocÌ formaldehydu. P¯i nÌzkÈ koncentraci tvo¯Ì GTA intra-
molekul·rnÌ  sÌùov·nÌ, p¯i vyööÌ vznikajÌ dlouhÈ polymernÌ
¯etÏzce zp˘sobujÌcÌ intermolekul·rnÌ fixaci.

4.2.2. Oxidace jodistanem

Tato metoda prop˘jËuje kolagenu poûadovanÈ biologickÈ
a/nebo fyzik·lnÌ vlastnosti, jako jsou mechanick· pevnost,
biostabilita, antiimunogenicita a dalöÌ, a eliminuje tak nutnost
pouûitÌ GTA jako sÌùujÌcÌho Ëinidla. Hydroxylov· skupina
vz·cnÏjöÌ aminokyseliny vyskytujÌcÌ se v polypeptidov˝ch
¯etÏzcÌch kolagenu, 5-hydroxylysinu, m˘ûe b˝t oxidov·na
jodistanem31 za vzniku aldehydovÈ skupiny, kter· reaguje se
sousednÌmi aminoskupinami lysinov˝ch zbytk˘ a tvo¯Ì tak sÌù.
VznikajÌcÌ iminovÈ skupiny jsou pak redukov·ny mÌrn˝m
redukËnÌm Ëinidlem, jako je nap¯. hydridoboritan sodn˝ nebo
aminoborany.

4 . 3 . R e a k c e s e s y n t e t i c k ˝ m i p o l y m e r y ñ
p o v r c h o v · i m o b i l i z a c e

JednÌm z d˘vod˘ pro imobilizaci kolagenu na povrchu
syntetick˝ch polymernÌch materi·l˘ je zv˝öenÌ biokompatibi-
lity medicÌnsk˝ch implant·t˘ s mÏkk˝mi tk·nÏmi a snÌûenÌ
rizika tvorby n·dorov˝ch ˙tvar˘ utv·¯ejÌcÌch se v lidskÈm tÏle
po implantaci polymernÌch n·hrad. Jako p¯Ìklad slouûÌ pota-
ûenÌ porÈznÌho polyethylenu (PE) kolagenem v·zan˝m k povr-
chu chemicky, p¯es kovalentnÌ vazbu32. Plazmatickou ˙pravou
a n·sledn˝m naroubov·nÌm kyseliny akrylovÈ byly na povrch
PE zavedeny karboxylovÈ skupiny. PotÈ mohl b˝t na povrchu
materi·lu imobilizov·n kolagen prost¯ednictvÌm amidovÈ vaz-
by vznikajÌcÌ reakcÌ mezi karboxylov˝mi skupinami a amino-
skupinami molekul kolagenu. TÌmto zp˘sobem je vrstva kola-
genu pevnÏ fixov·na na modifikovan˝ povrch polyolefinu,
aniû by doch·zelo k jejÌmu oddÏlov·nÌ v p¯Ìtomnosti vlhkosti.
MnoûstvÌ nav·zanÈho kolagenu bylo stanoveno ninhydrino-
vou metodou, kter· poskytla hodnotu 1,5 µg.cm-2.

Jinou moûnostÌ ukotvenÌ je modifikace kolagenu roubova-

Obr. 4. SyntÈza kopolymeru kolagen-glycidylmethakryl·t
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cÌ polymeracÌ s akrylov˝mi monomery. Jako p¯Ìklad m˘ûe
slouûit dvoustupÚov· v˝roba kopolymer˘ kolagenu s glyci-
dylmethakryl·tem2 (obr. 4).

OxidaËnÌ metodu pro ukotvenÌ biomolekul k povrchu sub-
str·t˘ vyvinul Keogh31. Metoda spoËÌv· v oxidaci 2-aminoal-
koholov˝ch skupin jednoho materi·lu jodistanem za tvorby
aldehydov˝ch skupin, reagujÌcÌch v dalöÌm kroku s aminosku-
pinami druhÈho materi·lu za vzniku iminovÈ vazby, kter· d·le
po redukci poskytuje aminov· vazebn· spojenÌ, schematicky:

RCH(O) + ñNH2 → ñN=CHR

redukËnÌ Ëinidlo + ñN=CHR → ñNHñCH2ñR

Materi·lem obsahujÌcÌm 2-aminoalkoholovou nebo ami-
novou skupinu m˘ûe b˝t biomolekula nebo povrch polyolefi-
nu. I se pouûÌv· buÔ ve formÏ kyseliny jodistÈ nebo jejÌch
solÌ (Na, K a jinÈ alkalickÈ kovy). V p¯ÌpadÏ oxidace biomo-
lekul je reakce vedena ve vodnÈm pufru p¯i pH 4ñ9 (6ñ8 pro
pH senzitivnÌ biomolekuly) a teplotÏ 4ñ37 ∞C. Polyolefiny
mohou  b˝t  snadno aminov·ny plazmochemickou ˙pravou
s NH3.

5. BiomedicÌnskÈ aplikace

PouûitÌ kolagenu m· sv˘j p˘vod ve ÑfyziologickÈ blÌzkos-
tiì nebo dokonce identitÏ aplikovanÈho kolagenu s tÏlesn˝m
kolagenem Ñp¯Ìjemceì, v jeho resorbovatelnosti, kter· se d·
¯Ìdit sÌùovacÌmi reakcemi, a ve vysokÈ absorpËnÌ schopnosti,
kter· je podporovan· znaËn˝m vnit¯nÌm povrchem (nÏkolik
m2/cm3) a snadno p¯Ìstupn˝mi reakËnÌmi skupinami. V˝hodou
je, ûe se d· vyrobit velmi Ëist˝, coû platÌ zejmÈna pro rozpustnÈ
kolageny. Ukazuje se, ûe pouûitÌ kolagenu m· vÌce p¯ednostÌ.
Jako nespecifick˝ polymer, nach·zejÌcÌ se ve stejnÈ formÏ
u r˘zn˝ch druh˘ savc˘, vykazuje velmi nÌzkou antigenitu,
nevyvol·v· tvorbu protil·tek organismu2. P¯i p˘sobenÌ speci-
fick˝ch enzym˘ na molekuly kolagenu se odstranÌ telopeptidy
z konc˘ ¯etÏzc˘ a antigenita se potlaËÌ jeötÏ vÌce. Kolagen
m˘ûe b˝t i nosiËem lÈËiv nebo stimulujÌcÌch l·tek, kterÈ se
lok·lnÏ dost·vajÌ do r·ny a postupnÏ se bÏhem hojenÌ uvolÚu-
jÌ33. O tuto skupinu biomateri·l˘ je proto v souËasnosti mimo-
¯·dn˝ z·jem. Nev˝hodou systÈm˘ na b·zi kolagenu je jejich
nÌzk· odolnost v˘Ëi enzymatickÈ degradaci. Proto je nutnÈ
kompozitnÌ systÈmy stabilizovat, nap¯. p¯Ìdavkem r˘zn˝ch
typ˘ zh·öeË˘ nebo lapaË˘ reaktivnÌch radik·lov˝ch mezipro-
dukt˘ enzymatick˝ch reakcÌ.

Je ˙ËelnÈ se¯adit mnoûstvÌ kolagenov˝ch lÈka¯sk˝ch pre-
par·t˘ nez·visle na v˝chozÌm materi·lu a v˝robnÌm postupu
podle druh˘ a pouûitÌ (tabulka IV).

Ze st¯ev stoËen· öicÌ vl·kna (Ñcatgutì) pat¯Ì jiû staletÌ
k chirurgickÈmu n·ËinÌ. P¯es rostoucÌ v˝znam syntetick˝ch
öicÌch vl·ken, nap¯. na b·zi polyamidu, polyesteru nebo po-
lymer˘ kyseliny mlÈËnÈ, kter· nejsou absorbovateln· nebo
jsou zpoûdÏnÏ resorbovateln·, fyziologicky jsou absolutnÏ
indiferentnÌ a vÏtöinou levnÏjöÌ, m· catgut svÈ pevnÈ mÌsto na
operaËnÌm s·le. Jeho resorbovatelnost se ¯ÌdÌ zesÌùov·nÌm
solemi chromu.

KolagenovÈ plochy se v medicÌnÏ pouûÌvajÌ buÔ jako
p¯ÌrodnÌ vl·kennÈ pletivo (koûnÌ ötÌpenky), jako netkanÈ tex-
tilie nebo fixovanÈ pÏny, p¯iËemû cesta k obÏma poslednÏ

jmenovan˝m kategoriÌm vede buÔ p¯es mechanickÈ rozmÏl-
nÏnÌ vl·kennÈho pletiva nebo p¯es rekonstituci z roztoku.
KoûnÌ ötÌpenky, zbavenÈ nekolagenov˝ch souË·stÌ do znaËnÈ
mÌry alkalickou, kyselou nebo enzymatickou ˙pravou, vysu-
öenÈ zmrazenÌm a sterilizovanÈ radiaËnÏ-chemicky, se pouûÌ-
vajÌ k zakrytÌ ran, p¯edevöÌm pop·lenin34. RovnÏû disperze
kolagenov˝ch vl·ken formovanÈ do membr·n se hodÌ k do-
ËasnÈmu zakrytÌ r·ny. V kolagenov˝ch membr·n·ch mohou
b˝t inkorporov·ny i baktericidnÌ p¯Ìsady a l·tky, kterÈ podpo-
rujÌ r˘st kostÌ. Pr·ökov˝ kolagen byl zpracov·n do spreje, kter˝
lze nast¯Ìkat na r·ny jako band·û. Membr·ny z atelokolagenu
(kolagen enzymaticky zbaven˝ koncov˝ch rozvÏtven˝ch Ë·stÌ
molekul, tzv. telopeptid˘) se pouûÌvajÌ nejen na zakr˝v·nÌ ran,
ale i k opravÏ cÈv, n·hradÏ ölach a pro pÏstov·nÌ bunÏËn˝ch
kultur in vitro. Ob·vanÈmu vysuöenÌ ran zakryt˝ch kolagenem
je moûno zabr·nit mj. kombinacÌ s plastovou fÛliÌ, kter· po-
kr˝v· povrch a je prodyön· (nap¯. Goretex nebo Poromeriks).
NetkanÈ textilie z kolagenu se uûÌvajÌ pro zastavenÌ krv·cenÌ.
Hemostyptika na b·zi kolagenu dnes pat¯Ì k z·kladnÌmu vy-
bavenÌ p¯i hojenÌ operaËnÌch ran, pat¯Ì sem nap¯. v˝robky
firmy HYPRO, Otrokovice. Resorbovatelnost kolagenu se d·
¯Ìdit sÌùujÌcÌmi reakcemi, nap¯. reakcÌ s jiû zmiÚovan˝m gluta-
raldehydem. HoubovitÈ resorbovatelnÈ polymery, nap¯. na
b·zi kyseliny mlÈËnÈ, je moûnÈ plnit atelokolagenem z vep¯o-
vÈ k˘ûe a pouûÌvat jako n·hradu pokoûky35.

I kdyû v souËasnÈ dobÏ st·le vÌce p¯evl·dajÌ syntetickÈ
cÈvnÌ a org·novÈ protÈzy, p¯esto se vûdy uvaûuje kombinace
s rozpustn˝m kolagenem, aby se optim·lnÏ redukovala pro-
pustnost cÈv, podnÌtil r˘st bunÏk a zlepöila biokompatibilita
protÈz s ûivou tk·nÌ. NavrhujÌ se novÈ l·tkovÈ kombinace:
nap¯. vytlaËovanÈ teflonovÈ hadice s velkou pÛrovitostÌ mo-
hou b˝t opat¯eny Ñvnit¯nÌm vyloûenÌmì smÏsÌ chitosanu a ko-
lagenu, nebo roubovacÌ polymerace kolagenu na polyterefta-
l·tovÈ protÈzy pomocÌ kyseliny akrylovÈ2. Kolagenov· vl·kna
kombinovan· s fosforeËnanem v·penat˝m se s v˝hodou po-
uûÌvajÌ jako n·hrada kostÌ a zub˘36,37. P¯Ìdavek zydermu (vst¯i-
kovanÈho kolagenu) k fosforeËnanu v·penatÈmu podporuje lÈ-

Tabulka IV
KolagenovÈ medicÌnskÈ prepar·ty podle druhu a oboru pouûitÌ

V˝robky PouûitÌ

äicÌ vl·kna ñ catgut chirurgick˝ öicÌ materi·l
zakr˝v·nÌ ran/lÈËenÌ ran

Kolagenov· vl·kna ñ z roztok˘ zastavov·nÌ krv·cenÌ
ñ ze suspenzÌ (hemostatika)
ñ z membr·n n·hrada pokoûky

n·hrada cÈv/vykl·d·nÌ cÈv
KolagenovÈ plochy org·novÈ implant·ty

p¯irozen· pokoûka plniva pro implant·ty
membr·ny, band·ûe
netkanÈ textilie
pÏny/ houby

CÈvy/org·ny vazivovÈ opravy
lepenÌ tk·nÌ
proliferace bunÏk

KolagenovÈ pr·öky, lepidla, pÈËe o pleù
pudry a spreje

O4

–
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ËenÌ kostÌ vÌce neû pouh· v˝plÚ z hydroxyapatitu. Jako p¯Ìklad
m˘ûe slouûit kompozitnÌ materi·l obsahujÌcÌ hydroxyapatit
a atelokolagen, urËen˝ na v˝plnÏ r˘zn˝ch kostnÌch defekt˘38,
vyvinut˝ na ChemickotechnologickÈ fakultÏ STU v Bratisla-
vÏ pod n·zvem BIOVAK. Atelokolagen v kompozitu vyvol·
rychlejöÌ pror˘st·nÌ implant·tu novou kostÌ a potlaËuje tvorbu
fibrÛznÌ vrstvy na jejich rozhranÌ. DalöÌ aplikaËnÌ v˝hodou
takovÈho kompozitu je jeho tvarovatelnost p¯i souËasnÈm
zachov·nÌ kompaktnosti.

NejnovÏjöÌ v˝voj lÈËenÌ ran se t˝k· pouûitÌ mikrokapslÌ
(fibrilovan˝ kolagen v podobÏ koacerv·tu), upraven˝ch roz-
toky polysacharid˘ a r˘stov˝mi bunÏËn˝mi faktory. Z·jem si
zasluhuje v˝roba kolagenov˝ch Ë·stic v rozsahu mikro- a na-
nometr˘, kterÈ jsou ÑnapuötÏnyì ˙Ëinnou l·tkou a dajÌ se
vst¯ikovat. V chirurgii zÌsk·v· st·le vÏtöÌ v˝znam lepenÌ mÌsto
öitÌ. K tradiËnÌm fibrinov˝m lepidl˘m se nynÌ p¯idruûujÌ kola-
genov· lepidla, kter· se p¯ipravujÌ reakcÌ kolagenu s kyselinou
antrachinon-1,5-disulfonovou a anhydridem kyseliny glutaro-
vÈ. ZnaËn· pozornost je u medicÌnsk˝ch aplikacÌ kolagenu
vÏnov·na takÈ z·branÏ alergick˝ch reakcÌ. Aktu·lnÌ je jiû
zmiÚovanÈ potahov·nÌ syntetick˝ch polymernÌch n·hrad a p¯Ì-
prava kontaktnÌch ËoËek v kombinaci s polyakryl·ty39.

Auto¯i povaûujÌ za milou povinnost podÏkovat za finanËnÌ
podporu tohoto v˝zkumu MäMT »R (granty VS 96108, CZT
90015, CZ 690019).
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Collagen ñ Properties, Modifications and Applications

Chemical modifications for obtaining specific and the
most efficient chemical, physical and material properties of
the collagen-based matrices were reviewed. Possible chemical
reactions of collagen with functional reagents (acylation, este-
rification, deamination and deguanidination) and polymeri-
zation reactions (aldehyde condensation, periodate oxidation)
were discussed. Finally, several technological procedures for
the surface immobilization of collagen on synthetic polymers
were summarized.

Chem. Listy 94, 371 ñ 379 (2000) Refer·ty

379



CHEMICK…  ASPEKTY  IMOBILIZOVAN›CH  SYST…MOV
V  BIOTECHNOL”GI¡CH

MARI¡N NAVR¡TIL a ERNEST äTURDÕK

Katedra biochemickej technolÛgie, Chemickotechnologick·
fakulta, Slovensk· technick· univerzita, RadlinskÈho 9, 812 37
Bratislava, Slovensk· republika, e-mail: navratil@chelin.chtf.
stuba.sk

Doölo dÚa 13.IX.1999

Kæ˙ËovÈ slov·: imobiliz·cia, techniky imobiliz·cie, imobili-
zaËnÈ metÛdy, imobilizaËnÈ materi·ly, bioaktÌvny kompo-
nent, biotechnolÛgia, ferment·cia

Obsah

1. ⁄vod
2. BioaktÌvna Ëasù imobilizovan˝ch systÈmov
3. MetÛdy a nosiËe pre imobiliz·ciu

3.1. Uzavretie biokomponentu do nosiËa
3.2. Viazanie na povrch nosiËa
3.3. KovalentnÈ uchytenie
3.4. œalöie imobilizaËnÈ metÛdy

4. Aplik·cie imobilizovan˝ch systÈmov v biotechnolÛgii
4.1. Potravin·rske aplik·cie imobilizovan˝ch systÈmov
4.2. OstatnÈ biotechnolÛgie vyuûÌvaj˙ce imobilizovanÈ

systÈmy
5. Z·ver

1. ⁄vod

BiotechnolÛgie vyuûÌvaj˙ce imobilizovanÈ systÈmy za-
znamenali v posledn˝ch p‰tn·stich rokoch prudk˝ rozvoj.
Imobiliz·cia ako proces ukotvenia bioaktÌvneho komponentu
m· v porovnanÌ s klasick˝mi metÛdami vyuûÌvaj˙cimi voænÈ
enz˝my, bunky, bunkovÈ organely a tkaniv· mnoho v˝hod.
Pri pouûitÌ imobilizovan˝ch buniek odpad· nutnosù separova-
nia biomasy z fermentaËnÈho mÈdia, je moûnÈ jej opakovanÈ
pouûitie v Ôalöej ferment·cii, Ëasto v omnoho vyööej koncen-
tr·cii ako pri pouûitÌ voæn˝ch buniek1. Nasadenie imobilizo-
van˝ch buniek mÙûe v znaËnej miere prispieù ku kontinuali-
z·cii celÈho fermentaËnÈho procesu.

Tento Ël·nok si d·va za ˙lohu definovaù najzn·mejöie
imobilizaËnÈ metÛdy, popÌsaù materi·ly vyuûÌvanÈ jednotliv˝-
mi technikami a charakterizovaù interakcie biokomponent ñ
nosiË. V z·vere pon˙ka orientaËn˝ prehæad aplik·ciÌ imobili-
zovan˝ch systÈmov v potravin·rskych i nepotravin·rskych
technolÛgi·ch.

2. BioaktÌvna Ëasù imobilizovan˝ch systÈmov

Ako prvÈ bioaktÌvne komponenty boli v imobilizovan˝ch
systÈmoch pouûitÈ enz˝my. Prv· zmienka o pouûitÌ imobili-

zovanÈho biokatalyz·tora poch·dza z roku 1908, keÔ Michae-
lis a Ehrenreich imobilizovali invert·zu a proteolytickÈ enz˝-
my na drevnÈ uhlie a niektorÈ anorganickÈ nosiËe2. Po tejto
pionierskej pr·ci sa Ôalöie pr·ce objavuj˙ aû v polovici p‰ùde-
siatych rokov. Referencie o pouûitÌ imobilizovan˝ch biokata-
lyz·torov na biotechnologickÈ produkcie s˙ starÈ takmer 30
rokov3. Dnes s˙ vöak ako biokomponenty omnoho atraktÌvnej-
öie celÈ bunky, kde odpadaj˙ n·klady na izol·ciu a purifik·ciu
enz˝mu. Ako Ôalöie moûnÈ varianty pripadaj˙ do ˙vahy sub-
celul·rne organely, huby, rastlinnÈ pletiv· a ûivoËÌöne tkaniv·.
Veæmi ˙Ëinn· je imobiliz·cia viacer˝ch biokatalyz·torov s˙-
Ëasne, ktorej hovorÌme koimobiliz·cia. NasledovnÈ odstavce
struËne charakterizuj˙ jednotlivÈ typy biokomponentov a uv·-
dzaj˙ niekoæko prÌkladov ich aplik·cie.

Pouûitie enz˝mov v imobilizovan˝ch systÈmoch m· oproti
in˝m bioaktÌvnym komponentom niekoæko v˝hod, z ktor˝ch
najdÙleûitejöie s˙ ich öpecificita, nen·kladnÈ zÌskavanie pro-
duktu a jednoduchÈ prev·dzkovÈ vlastnosti. œalöou, nie ne-
podstatnou v˝hodou s˙ menöie n·roky na objem reaktora
(z dÙvodu, ûe na rozdiel od buniek nie je prÌtomn· nekataly-
tick· biomasa) a niûöia citlivosù na kontamin·ciu reakËnÈho
prostredia. Medzi dÙleûitÈ aplik·cie imobilizovan˝ch izolova-
n˝ch enz˝mov patrÌ pouûitie lip·z na produkciu monoacylgly-
cerolov4 alebo ötruktur·lnych lipidov obsahuj˙cich esenci·lne
mastnÈ kyseliny5, produkcia rÙznych sacharidov ako L-fruk-
tÛza alebo L-manÛza za pouûitia imobilizovan˝ch enz˝mov6,
Ëi uplatnenie imobilizovanej aminoacyl·zy na produkciu L-fe-
nylalanÌnu7.

CelÈ bunky v imobilizovan˝ch systÈmoch v poslednej
dobe takmer nahradili pouûitie enz˝mov˝ch prepar·tov z dÙ-
vodu uû spomÌnanej redukcie n·kladov na izol·ciu enz˝mu.
Navyöe sa enz˝my v cel˝ch bunk·ch vyznaËuj˙ vyööou stabi-
litou ako  enz˝my imobilizovanÈ v Ëistom stave. Preto sa
v‰Ëöina pr·c z tejto oblasti zaober· imobilizovan˝mi bunkami
Ëi uû baktÈriÌ alebo kvasiniek. Za cel˙ plej·du aplik·ciÌ imo-
bilizovan˝ch buniek moûno spomen˙ù produkciu etanolu bun-
kami Saccharomyces cerevisiae8, Kluyveromyces marxianus9

a Zymomonas mobilis10 alebo produkciu organick˝ch kyselÌn
(kyseliny glut·movej bunkami rodu Brevibacterium11, citrÛ-
novej kvasinkami Candida guilliermondii12, kyseliny mlieË-
nej mlieËnymi baktÈriami Lactobacillus casei subsp. rhamno-
sus13, propiÛnovej14 a octovej15 baktÈriami rodu Propionibac-
terium).

Pouûitie mikroskopick˝ch h˙b sa sp·ja hlavne s produk-
ciou organick˝ch kyselÌn (kyselina glukÛnov·16, citrÛnov·17,
fumarov·18 s vyuûitÌm h˙b rodu Aspergillus alebo Rhizopus)
a antibiotÌk (cefalosporÌny19, penicilÌny20 ). Huby s˙ tieû v˝-
znamn˝mi producentmi enz˝mov, napr. amyl·z21.

Farmaceutik·, dochucovadl· a farbiv· rastlinnÈho pÙvodu
s˙ zn·me uû dlh˝ Ëas. DÙvodom, preËo nedoölo k masovejöie-
mu rozöÌreniu rastlinn˝ch pletÌv v imobilizovan˝ch systÈmoch
je obtiaûne zÌskavanie produktu z rastlinn˝ch buniek. Napriek
tomu s˙ zmienky o pouûitÌ imobilizovan˝ch pletÌv vyööÌch
rastlÌn na produkciu antrachinÛnu22 alebo skopolÌnu23.

Vyuûitie imobilizovan˝ch ûivoËÌönych buniek prin·öa eöte
viacej problÈmov spojen˝ch hlavne s potrebou komplexnej-
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öieho mÈdia, citliv˝ch buniek a ich pomalÈho rastu. Napriek
tomu moûno n·jsù v literat˙re odkazy s pouûitÌm prevaûne
cicavËÌch buniek v imobilizovan˝ch systÈmoch na produkciu
imunoglobulÌnov24 alebo monoklon·lnych protil·tok25.

3. MetÛdy a nosiËe pre imobiliz·ciu

Imobiliz·cia je proces, v ktorom sa za pouûitia jednej
z imobilizaËn˝ch metÛd zabr·ni biologickÈmu materi·lu po-
hybovaù sa nez·visle od svojho okolia. Rozozn·vame p‰ù
z·kladn˝ch  typov  imobilizaËn˝ch metÛd, z ktor˝ch  mÙûu
vznikn˙ù Ôalöie ich vz·jomnou kombin·ciou a modifik·ciou
(obr. 1):
ñ uzavretie do nosiËa,
ñ viazanie na povrch nosiËa,
ñ kovalentnÈ uchytenie,
ñ zadrûanie za membr·nou,
ñ flokul·cia.

Nakoæko sa jednotlivÈ imobilizaËnÈ metÛdy lÌöia mecha-
nizmom i samotnou podstatou imobiliz·cie, je veæmi ùaûkÈ ich
navz·jom porovn·vaù. Kaûd· z metÛd je vöak charakteristick·
urËit˝mi vlastnosùami. ⁄speönosù metÛdy je vöak v znaËnej
miere z·visl· na spr·vnom v˝bere nosiËa26. Preto sa pouûitie
imobilizaËn˝ch materi·lov posudzuje podæa mnoh˝ch kritÈriÌ,
z ktor˝ch najdÙleûitejöie s˙ pevnosù, tvar, stabilita, hydrofilita,
pÛrovitosù, reaktivita, obnoviteænosù a ekonomick· n·roËnosù27.
V˝hody a nev˝hody jednotliv˝ch imobilizaËn˝ch metÛd zhr-
Úuje tabuæka I.

3 . 1 . U z a v r e t i e b i o k o m p o n e n t u d o n o s i Ë a

Uzavretie, zv‰Ëöa do matrice gÈlu, je v podstate Ñuv‰zne-
nieì molek˙l enz˝mu alebo buniek do trojrozmernÈho matri-
xu, ktorÈho pÛry s˙ menöie ako enz˝m, prÌp. bunka. Uzavretie
do gÈlu kvÙli jeho nen·roËnosti na prÌpravu, miernosti a öiro-
kej pouûiteænosti je pravdepodobne najpouûÌvanejöou zo vöe-
tk˝ch imobilizaËn˝ch metÛd. V origin·lnej anglickej literat˙re
sa tento typ Ëasto oznaËuje ako Ñentrapmentì.

Pre imobiliz·ciu metÛdou uzavretia je k dispozÌcii öirok·
paleta nosiËov zo skupiny polysacharidov, proteÌnov alebo
syntetick˝ch polymÈrov.

Tabuæka I
HlavnÈ v˝hody a nev˝hody rÙznych imobilizaËn˝ch technÌk
(A-NN ñ adsorpcia/neutr·lny nosiË, A-NN ñ adsorpcia/nabit˝
nosiË, F ñ flokul·cia, U-PP ñ uzavretie/prÌrodn˝ polymÈr,
U-SP ñ uzaveretie/syntetick˝ polymÈr, KV ñ kovalentnÈ via-
zanie, UM ñ uzavretie za membr·nu)

Klasifik·cia A-NN F U-SP U
A-CN U-PP KV

V˝hody
jednoduchosù ◊ ◊ ◊ ◊ (◊) ◊
miernosù ◊ ◊ ◊ ◊ ◊
nÌzka cena ◊
obnoviteænosù ◊ ◊ ◊
trv·cnosù ◊

Nev˝hody
uvoæÚovanie buniek ◊ ◊
dif˙zne limit·cie ◊ ◊ ◊ ◊
vysok· cena ◊ ◊ ◊
toxicita ◊ ◊
citlivosù na zmeny pH ◊

Tabuæka II
Prehæad materi·lov pouûÌvan˝ch pre uzavretie biokomponen-
tu do gÈlu

Typ TypickÈ materi·ly

JednoduchÈ makromolekuly
geluj˙ce zv˝öenÌm alebo znÌ-
ûenÌm teploty

agar, agarÛza, chitozan, ûela-
tÌna, vajeËn˝ bielok, glyoxi-
lagarÛza

IonotropnÈ gÈly a makromo-
lekuly s bi- a multivalentn˝-
mi katiÛnmi

algin·t, pekt·n, κ-karagÈnan

SyntetickÈ polymÈry pripra-
vovanÈ chemickou alebo fo-
tochemickou gel·ciou

epoxidovÈ ûivice, polyakry-
lamid, polymetakrylamid, po-
lyuret·n

Matrica, do ktorej sa bunky uzavieraj˙, je zvyËajne ozna-
Ëovan· ako gÈl. Je jasnÈ, ûe gÈl, v ktorom je biokomponent
imobilizovan˝, vytv·ra dif˙znu bariÈru pre prienik substr·tu
a produktu. Preto je nutnÈ vzhæadom na ich rozmery zvoliù aj
spr·vny typ gÈlu. Dif˙zne limit·cie mÙûu byù niekedy aj v˝-
hodou, keÔ pÛry gÈlu zamedzia prÌstupu neûiad˙cej vysoko-
molekulovej l·tky k bioaktÌvnemu komponentu. Avöak aj
bunky samotnÈ predstavuj˙ bariÈru pre prÌstup substr·tu. S˙
Úou bunkovÈ steny alebo plazmatickÈ membr·ny, ktor˝ch
permeabiliz·ciou mÙûeme dosiahnuù zv˝öenie permeability
imobilizovanÈho systÈmu.

Materi·ly pouûitÈ pre imobiliz·ciu typu Ñentrapmentì mÙ-
ûeme rozdeliù na 3 z·kladnÈ skupiny rovnako, ako to prezen-
tuje tabuæka II.

JednotlivÈ typy pouûit˝ch gÈlov˝ch nosiËov bud˙ podrob-
nejöie popÌsanÈ v nasledovn˝ch odstavcoch.

Obr. 1. NajpouûÌvanejöie imobilizaËnÈ techniky (a ñ adsorpcia na
pevn˝ nosiË, b ñ flokul·cia, c ñ uchytenie do gÈlu so sieùovanÌm, d ñ
uchytenie do gÈlu, e ñ kovaletnÈ viazanie, f ñ zadrûanie za membr·nu)

a

c d e

b

f
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Agar

Agar je prÌrodn˝ polymerick˝ komplexn˝ polysacharid
zÌskavan˝ z rÙznych rodov morsk˝ch rias. Je priamo dostupn˝
v predajnej sieti z·sobuj˙ce mikrobiologickÈ laboratÛri·. Prie-
mern· cena 1 kg agaru pre potravin·rske ˙Ëely bola v roku
1993 19,72 USD, ËÌm je najdrahöÌm z beûn˝ch hydrokoloid-
n˝ch gÈlov28. Pre imobiliz·ciu sa pouûÌva 2ñ4 % roztok agaru
rozpustenÈho pri zv˝öenej teplote (zvyËajne okolo 50 ∞C),
ktor˝ po vychladenÌ stuhne na gÈl. Existuje niekoæko spÙsobov
prÌpravy agarov˝ch imobiliz·tov: vyliatie agaru so suspenziou
buniek na platÚu v potrebnej hr˙bke a narezanie na malÈ
kocky, prÌpadne kvapkanie suspenzie do æadovÈho tlmivÈho
roztoku. Vo vöeobecnosti sa vöak agarovÈ gÈly vyznaËuj˙
pomerne nÌzkou mechanickou pevnosùou.

PrÌkladom pouûitia agaru ako imobilizaËnÈho materi·lu
mÙûe byù produkcia termostabilnej a-amyl·zy imobilizovan˝-
mi baktÈriami Bacillus brevis29 alebo konverzia D-xylÛzy na
xylitol bunkami Saccharomyces cerevisiae30.

AgarÛza

AgarÛza je jednou zo zloûiek agaru. Pri separ·cii a purifi-
k·cii s˙ odstr·nenÈ niektorÈ esterovÈ skupiny. Je dostupn· v
rÙznych stupÚoch Ëistoty s prÌsluön˝mi fyzik·lnymi vlastnos-
ùami. Spracov·va sa podobne ako agar.

AgarÛza bola naprÌklad pouûit· na imobiliz·ciu glutam·t-
racem·zy pri produkcii D-glutam·tu z L-glutam·tu31 alebo pri
produkcii γ-dekalaktÛnu imobilizovan˝mi bunkami Sporidio-
bolus salmonicolor31.

κ-KaragÈnan

κ-KaragÈnan je podobne ako agar komplexn˝ polysacha-
rid izolovan˝ z morsk˝ch rias. V poslednej dobe sa karagÈnan
st·va materi·lom Ëoraz obæ˙benejöÌm, lebo oproti agaru je
moûnÈ ho tepelne sterilizovaù. KaragÈnan je pouûÌvan˝ v po-
travin·rskom priemysle  aj  ako zahusùovadlo a gÈlotvorn˝
prostriedok. V gÈli b˝va zvyËajne zast˙pen˝ v koncetr·cii
okolo 4 %. Spracov·va sa podobne ako agar kvapkanÌm do
æadovej vody. Samotn˝ karagÈnan m· vöak veæmi nepriaznivÈ
mechanickÈ vlastnosti, preto b˝va zvyËajne stabilizovan˝ vhod-
nou koncentr·ciou draslÌka (2ñ4 %).

GuliËky κ-karagÈnanu o veækosti 1,2ñ2,5 mm s koimobi-
lizovan˝mi bunkami Zymomonas mobilis a glukoamyl·zou
boli pouûitÈ pri etanolovej ferment·cii ökrobu33. GÈly s kon-
centr·ciou κ-karagÈnanu 2, 4 a 6 % boli pouûitÈ na imobiliz·-
ciu buniek Propionibacterium freudenreichii subsp. sherma-
nii pri produkcii kyseliny propiÛnovej34.

ProteÌny

PrÌrodnÈ proteÌny vÔaka schopnosti koagulovaù sl˙ûia tieû
ako materi·ly pre uzavretie biokatalyz·tora do svojej ötruk-
t˙ry.  Z proteÌnov je moûnÈ na  imobilizaËnÈ ˙Ëely pouûiù
naprÌklad kolagÈn alebo vajeËn˝ bielok. œalöÌm z prÌrodn˝ch
proteÌnov vyuûÌvan˝ch pre  ˙Ëely imobiliz·cie  je  ûelatÌna.
Nakoæko proteÌny v dÙsledku svojej ötrukt˙ry obsahuj˙ veækÈ
mnoûstvo karboxylov˝ch a aminoskupÌn, umoûÚuj˙ æahko na-
viazaù biokomponent prostrednÌctvom kovalentnej v‰zby. Jed-
n˝m zo spÙsobov pouûitia je pokrytie pevnÈho nosiËa vrstvou

ûelatÌny aktivovanej sieùovacÌm Ëinidlom a n·slednÈho navia-
zania enz˝mu alebo buniek35.

Algin·t

Algin·t sa uû dlhÈ roky pouûÌva ako geluj˙ce Ëinidlo
v pudingoch, ovocn˝ch plnk·ch, dezertn˝ch rÙsoloch a ötruk-
turovan˝ch potravin·ch, ako l·tka viaû˙ca vodu v mrazen˝ch
potravin·ch, emulg·tor v öal·tov˝ch dresingoch a stabiliz·tor
v pive, ovocn˝ch dû˙soch, öùav·ch a om·Ëkach36. Po chemic-
kej str·nke je to kyselina alginov·, respektÌve jej sodn· soæ.
Kyselina alginov· je heteropolymÈr L-glukurÛnovej a L-ma-
nurÛnovej kyseliny, ale pomer jednotliv˝ch kyselÌn kolÌöe
v z·vislosti od zdroja. ätrukt˙ru manuron·t-glukuron·tovÈho
komplexu zn·zorÚuje obr·zok 2.

Ionotropn· gel·cia algin·tu sodnÈho s multivalentn˝m
katiÛnom, zvyËajne v·penat˝m, je pravdepodobne najpouûÌ-
vanejöou metÛdou imobiliz·cie. Ionotropn· gel·cia je na rea-
liz·ciu veæmi nen·roËn·. Prakticky sa uskutoËÚuje tak, ûe
suspenzia biokomponentu v roztoku algin·tu sodnÈho (1ñ4 %)
sa kvapk· do roztoku chloridu v·penatÈho (s koncentr·ciou
0,125ñ0,5 mol.dm-3). T·to metÛda poskytuje veæmi jednodu-
ch˙ prÌpravu guliËiek o veækosti 0,5ñ3 mm, avöak chelatuj˙ce
Ëinidl· (citr·tovÈ alebo fosf·tovÈ tlmivÈ roztoky) ˙Ëinne roz-
ruöuj˙ ötrukt˙ru buniek. Pomerne slab· ötrukt˙ra gÈlu tieû
zaprÌËiÚuje ˙nik buniek, hlavne pri dlhotrvaj˙com procese
spojenom s rastom buniek. Bunky s˙ tieû pri mieöanÌ n·chylnÈ
na mechanickÈ poökodenie. Jednoduchou metÛdou na zv˝öe-
nie stability je vysuöenie guliËiek, pri ktorom dÙjde k nevrat-
nÈmu zmenöeniu ich objemu. UrËitÈ zv˝öenie stability bolo
dosiahnutÈ tieû pouûitÌm trivalentn˝ch katiÛnov37. Aplik·ciou
dusiËnanu hlinitÈho sa dosiahlo dvojn·sobnÈ zv˝öenie stabili-
ty gÈlu. Vytvrdenie guliËiek je moûnÈ dosiahnuù aj aplik·ciou
bivalentnÈho Ëinidla, naprÌklad glutardialdehydu38.

Algin·t mÙûe byù pouûit˝ na imobiliz·ciu akÈhokoævek
typu buniek zo zachovanÌm maxim·lnej biokatalytickej akti-
vity. Bol pouûit˝ na imobiliz·ciu baktÈriÌ, kvasiniek, h˙b
a vyööÌch rastlÌn. V literat˙re existuje nespoËetnÈ mnoûstvo
odkazov na pouûitie algin·tu ako imobilizaËnÈho materi·lu.
Za vöetky moûno spomen˙ù naprÌklad sekund·rnu ferment·ciu
pri v˝robe öumivÈho vÌna s imobilizovan˝mi kvasinkami39,
produkciu halofilnej α-amyl·zy imobilizovan˝mi bunkami
Halobacterium salinarium40, produkciu xylitolu rekombinan-
tn˝m kmeÚom Saccharomyces cerevisiae41, produkciu L-ala-
nÌnu baktÈriami z rodu Pseudomonas42, alebo etanolov˙ fer-
ment·ciu kvasinkami Saccharomyces cerevisiae43-45.

Obr. 2. ätrukt˙ra manuron·t-glukuron·tovÈho bloku tvoriaceho
algin·tov˝ polymÈr. Kyselina glukurÛnov· (væavo) je v komplexe
viazan· 1,4-glykozidovou v‰zbou, rovnako ako kyselina manurÛnov·
(vpravo)
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Pekt·t

Pekt·t patrÌ do skupiny pektÌnov˝ch biopolymÈrov, ktorÈ
nach·dzaj˙ svoje uplatnenie aj v potravin·rskom priemysle
ako ûeliruj˙ce l·tky v dûemoch a marmel·dach. Na rozdiel od
algin·tu, pekt·ty maj˙ rastlinn˝ pÙvod a vyr·baj˙ sa deesteri-
fik·ciou pektÌnov ñ rastlinn˝ch polysacharidov27. Rovnako
ako algin·t, aj pekt·t je svojim princÌpom ionotropnej gel·cie
veæmi nen·roËn˝ a pomerne lacn˝. Ako materi·l pÙsobÌ pri
imobiliz·cii na biokatalyz·tor veæmi mierne, takmer ˙plne bez
negatÌvnych biochemick˝ch, resp. fyziologick˝ch zmien. Pek-
t·t v·penat˝ nie je len alternatÌvou algin·tovÈho gÈlu. V po-
rovnanÌ s nÌm vykazuje aj lepöie mechanickÈ vlastnosti, je
menej citliv˝ na chelatuj˙ce iÛny a Ôalöie chemickÈ l·tky
rozruöuj˙ce ötrukt˙ru gÈlu. Moûno preto b˝va operaËn· stabi-
lita pekt·tov˝ch imobiliz·tov vyööia v porovnanÌ s algin·to-
v˝mi gÈlmi 46,47.

Napriek svojim vlastnostiam nie je zÔaleka tak rozöÌren˝
ako algin·t. Pekt·tov˝ gÈl bol pouûit˝ na imobiliz·ciu buniek
Kluyveromyces marxianus ako zdroja β-galaktozid·zy pri hy-
drol˝ze laktÛzy46 alebo na imobiliz·ciu baktÈriÌ mlieËneho
kvasenia s koncentr·ciou aû 1014 buniek / l gÈlu pri ferment·cii
so zv˝öenou aktivitou tvorby lakt·tu48.

Chitozan

AlternatÌvnym prÌstupom k pouûitiu polyaniÛnov (algin·t,
pekt·t) je pouûitie polykatiÛnov s n·sledn˝m sieùovanÌm poly-
valentn˝m aniÛnom. UmoûÚuje rieöiù problÈmy spojenÈ s che-
l·ciou v·pnika v gÈloch algin·tu v·penatÈho. Biokomponent
je primieöan˝ do viskÛzneho chitozanu rozpustenÈho v zrie-
denej kyseline octovej a kvapkan˝ do 1,5 % roztoku poly-
fosforeËnanu sodnÈho. Nezanedbateæn˝ je vplyv pH na stabi-
litu a kvalitu guliËiek. œalöie zv˝öenie stability chitozanovÈho
gÈlu moûno dosiahnuù sieùovanÌm glutaraldehydom.

Chitozan ako nosiË bol pouûit˝ naprÌklad pri produkcii
γ-dekalaktÛnu z ricinolÈnovej kyseliny bunkami Sporidiobo-
lus salmonicolor32.

Polyakrylamid

Polyakrylamidy s˙ syntetickÈ polymÈry, ktorÈ sa vyr·baj˙
so öirok˝m rozmedzÌm vlastnostÌ z·visl˝ch na kvalite zloûiek
a podmienkach poËas ich prÌpravy. Podobn˝ typ gÈlu sa pouûÌ-
va naprÌklad pri elektroforetickej separ·cii molek˙l. Pri prÌ-
prave gÈlu reaguje monomÈr s polyfunkËn˝m sieùovacÌm Ëi-
nidlom. MonomÈr je zvyËajne akrylamid, hoci niekedy je
moûnÈ pouûiù aj metakrylamid. BifunkËn˝m Ëinidlom je oby-
Ëajne N,Ní-metylÈn-bis-akrylamid, skr·tene BIS. Poökodeniu
buniek mÙûeme ËiastoËne zamedziù pouûitÌm tetrametylety-
lÈndiamÌnu (TEMED) a peroxosÌranom sodn˝m (SPS) alebo
amÛnnym, ktor˝ je inici·torom polymeriz·cie. SPS zv˝öi r˝ch-
losù polymeriz·cie a skr·ti dobu styku biokomponentu s toxic-
k˝m monomÈrom akrylamidom. Polymeriz·cia sa uskutoËÚu-
je vûdy v prÌtomnosti vhodnÈho tlmivÈho roztoku. ätrukt˙ra
polyakrylamidu (PAA) obsahuje dutiny schematicky zn·zor-
nenÈ na obr·zku 3, do ktor˝ch sa pri imobiliz·cii uchytÌ
biokatalyz·tor.

2 % sieùovan˝ polyakrylamidov˝ gÈl bol pouûit˝ na imo-
biliz·ciu bakteri·lneho kmeÚa Bacillus mycoides pri produkcii
alkalickej prote·zy49, 10%-n˝ PAA pri produkcii celobi·zy

imobilizovanou kult˙rou Aspergillus niger50 alebo na zv˝öe-
nie produkcie lip·zy kvasinkami Candida rugosa51.

œalöie syntetickÈ polymÈry

Z ÔalöÌch syntetick˝ch polymÈrov moûno eöte spomen˙ù
pomerne rozöÌren˝ polyuret·n, prÌpadne 2-hydroxy-etylme-
takryl·t (HEMA), ktor˝ polymerizuje pÙsobenÌm γ ûiarenia.
ZnaËn˙ pozornosù si v poslednej dobe zÌskal polyvinylalkohol,
ktor˝ Ëi uû po pÙsobenÌ chemick˝ch Ëinidiel, foto-sieùova-
nÌm52 alebo zmrazenÌm (kryogÈl)9 predstavuje kvalitn˝ nosiË
pre imobiliz·ciu.

3 . 2 . V i a z a n i e n a p o v r c h n o s i Ë a

Imobiliz·cia adsorpciou je proces zaloûen˝ na vytvorenÌ
vz·jomnej v‰zby nosiËñbunka, resp. nosiËñenz˝m. Z v‰zieb
sa najËastejöie uplatÚuj˙ iÛnovÈ a vodÌkovÈ v‰zby, obyËajne
znaËne slaböie ako kovalentnÈ v‰zby. ElektrostatickÈ sily s˙
v˝znamnÈ hlavne v poËiatoËnej f·ze adsorpcie ñ vonkajöÌ
povrch buniek je zvyËajne nabit˝ a spravidla obsahuje aj
mnoûstvo ionizovateæn˝ch skupÌn. Z dÙvodu, ûe ako nosiËe sa
pouûÌvaj˙ najm‰ prÌrodnÈ alebo inertnÈ materi·ly, vyvol·va
tento typ imobiliz·cie len veæmi nÌzke poökodenie biologickÈ-
ho materi·lu, a preto sa imobiliz·cia adsorpciou povaûuje za
jednu z najmiernejöÌch imobilizaËn˝ch metÛd. Je vöak metÛ-
dou pomerne neöpecifickou, a tak jednak kvalita nosiËa i stav
biokomponentu maj˙ na jej ˙Ëinnosù znaËn˝ vplyv. œalöÌm
z problÈmov pri viazanÌ na nosiË je postupnÈ uvoæÚovanie
buniek z jeho povrchu. Tieto mÙûu spÙsobiù v·ûne problÈmy
danÈ zniûovanÌm biokatalytickej ˙Ëinnosti imobiliz·tu i kon-
tamin·ciou systÈmu. PrudkÈ mieöanie alebo intenzÌvna pro-
dukcia plynnej f·zy mÙûu tieû spÙsobiù v˝znamn˙ straty na
aktivite v dÙsledku uvoæÚovania biokatalyz·tora.

Obr. 3. SchematickÈ zn·zornenie ötrukt˙ry akrylamid-N,Ní-me-
tylÈn-bis-akrylamidovÈho kopolymÈru (PAA) a jeho ötrukt˙r-
nych charakteristÌk
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V porovnanÌ s uzavretÌm do gÈlu moûno jednoduchou
adsorpciou pojaù na gram nosiËa omnoho menej biokatalyz·-
tora. Navyöe u pÛrovit˝ch nosiËov musÌ byù veækosù pÛrov
zvolen· vhodne k pouûitÈmu bioaktÌvnemu komponentu. Ma-
teri·ly pouûÌvanÈ na imobiliz·ciu adsorpciou mÙûeme rozdeliù
na 3 hlavnÈ skupiny: anorganickÈ nosiËe, organickÈ materi·ly
a iÛnovo-v˝mennÈ ûivice.

Imobiliz·cia zv‰Ëöa na anorganickÈ nosiËe sa mÙûe usku-
toËniù v troch modifik·ci·ch:
ñ adsorpciou bioaktÌvneho katalyz·tora priamo na povrch

nosiËa,
ñ kovalentnÈ naviazanie biokatalyz·tora na nosiË,
ñ pokrytie povrchu nosiËa polymÈrom.

Samotn· absorpcia umoûÚuje len pomerne slab˙ v‰zbu
biokatalyz·tora na nosiË. éiad˙ce s˙ preto nosiËe s veæk˝m
poËtom funkËn˝ch skupÌn, aby sa predch·dzalo neûiad˙cemu
uvoæÚovaniu buniek z povrchu nosiËa.

Na kovalentnÈ naviazanie sa pouûÌvaj˙ bifunkËnÈ a poly-
funkËnÈ Ëinidl·, ktorÈ cez svoju molekulu zabezpeËia navia-
zanie biokomponentu k nosiËu. NajpouûÌvanejöÌm z nich je
glutardialdehyd53 (GDA). SpÙsob naviazania enz˝mu na nosiË
pomocou GDA je zn·zornen˝ na obr·zku 4.

Na ˙Ëely pokrytia nosiËa vrstvou polymÈru bolo odsk˙öa-
nÈ pouûitie organick˝ch sil·nov, polyetylÈnimÌnu7,13, polytri-
metylprop·ntriakryl·tu alebo poly-(N-benzyl-4-vinylpyridÌ-
niumchlorid-ko-styrÈnu)54.

AnorganickÈ nosiËe

V˝hody anorganick˝ch nosiËov ako znaËn· mechanick·
odolnosù, rezistencia voËi rozp˙öùadl·m a biologickÈmu po-
ökodeniu, ich dostupnosù a pomerne nÌzka cena z nich spravili
najatraktÌvnejöie materi·ly pouûÌvanÈ pre imobiliz·ciu ad-
sorpciou. Zvolen˝ nosiË musÌ byù v reakËnom prostredÌ inert-
n˝, æahko manipulovateæn˝, regenerovateæn˝ a ekonomicky
nen·kladn˝. AnorganickÈ materi·ly s˙ zvyËajne veæmi rigid-
nÈ, preto s˙ odolnejöie voËi obrusovaniu a deform·cii. Z lite-
rat˙ry je zn·mych mnoho materi·lov ako kremeÚovÈ a korun-
dovÈ nosiËe, uhliËitan v·penat˝, pÛrovitÈ sklo, sÌran v·penat˝,
difosforeËnan v·penat˝, keramika, sklen· vata, sinterÈzne sklo
a oxidy a hydroxidy kovov27.

KremeÚ, v pÙvodnej literat˙re oznaËovan˝ aj ako Ñsilicaì
sa nach·dza v dvoch form·ch: v prÌrode ako kryötalick˝ mi-
ner·l a synteticky pripraven˝ amorfn˝ materi·l. Pr·ve jeho
amorfn· forma sa pouûÌva ako materi·l pre imobiliz·cie. Jed-
notlivÈ typy sa mÙûu od seba v˝znamne lÌöiù veækosùou pÛrov,
ako aj poËtom hydroxylov˝ch skupÌn, ktorÈ sa uplatÚuj˙ pri
samotnej imobiliz·cii. Jeho pouûitie bolo zaznamenanÈ na-
prÌklad pri produkcii koenz˝mov imobilizovanou NAD+-kin·-
zou55, Ëi na imobiliz·ciu glyoxal·zy pri produkcii S-laktoyl-
glutatiÛnu z metylglyox·lu a glutatiÛnu56.

Sklo si pre svoju inertnosù zÌskalo svoje miesto v imobi-
lizovan˝ch systÈmoch, hlavne vo forme s uniformnou veæ-
kosùou pÛrov, oznaËovanou ako controlled-pore-glass (CPG).
Na trhu je dostupn· öirok· paleta CPG s nomin·lnou veækos-
ùou pÛrov 75ñ3000 Å (Sigma, 1998). DostupnÈ s˙ aj skl·
nes˙ce funkËnÈ skupiny. PÛrovitÈ sklo bolo pouûitÈ naprÌ-
klad na imobiliz·ciu pululan·zy a aminoglukozid·zy57 alebo
na imobiliz·ciou cykldextrÌnglykozyltransfer·zy na produk-
ciu β-cyklodextrÌnu zo ökrobu53. OsvedËilo sa aj na imobi-
liz·ciu buniek, o Ëom svedËÌ viazanie buniek Phanerochae-

te chrysosporium za ˙Ëelom produkcie lignÌnperoxid·zy58.
KeramickÈ  nosiËe,  podobne  ako sklo, boli  pouûitÈ na

imobiliz·ciu enz˝mov aj buniek v öirokej palete foriem a tva-
rov. NajËastejöie s˙ vöak pouûÌvanÈ v tvare guliËiek s vysok˝m
öpecifick˝m povrchom. Ako prÌklady pouûitia mÙûu sl˙ûiù
produkcia ötrukturovan˝ch lipidov imobilizovanou lip·zou5

a v˝roba sÛjovej om·Ëky za pouûitia imobilizovan˝ch baktÈriÌ
mlieËneho kvasenia59. DutÈ keramickÈ guliËky s priemerom
50ñ75 µm boli pouûitÈ aj pri v˝voji novej metÛdy imobiliz·cie
buniek oznaËovanej ako hydrodynamick· depozÌcia60.

ZnaËn˙ pozornosù zÌskali aj sol-gÈly, materi·ly prevaûne
na b·ze kremÌka, ktorÈ zaujali hlavne svojou mechanickou
pevnosùou a odolnosùou voËi otieraniu61. Z ÔalöÌch anorganic-
k˝ch materi·lov je zn·me pouûitie aluminy (oxidu hlinitÈ-
ho)59,62,63, uhliËitanu v·penatÈho, sÌranu v·penatÈho, difosfo-
reËnanu v·penatÈho4, pÛrovitÈho vulkanickÈho miner·lu kis-
sirisu64 alebo pÛrovitej nehrdzavej˙cej ocele65.

OrganickÈ nosiËe

Pouûitie organick˝ch materi·lov pre imobiliz·ciu uû nie
je natoæko rozöÌrenÈ, ako to bolo v prÌpade materi·lov anorga-
nick˝ch. Z ich pouûitia plynie mnoûstvo nev˝hod. Spravidla
nie s˙ ˙plne inertnÈ a nie s˙ odolnÈ voËi mikrobi·lnej degra-
d·cii. Avöak v z·vislosti na svojom pÙvode s˙ zvyËajne po-
merne lacnÈ.

Z organick˝ch materi·lov pouûÌvan˝ch pre imobiliz·ciu
treba na prvom mieste uviesù celulÛzu. Je to polydisperzn˝
polymÈr rastlinnÈho pÙvodu, ktorÈho z·kladnou jednotkou je
glukÛza. Deriv·ty celulÛzy viaûu enz˝my priamo iÛnov˝mi
v‰zbami, ale umoûÚuj˙ aj kovalentnÈ viazanie, pri ktorom
nosiË interaguje s  aminoskupinami enz˝mu.  HydroxylovÈ
skupiny zabezpeËuj˙ hydrofiln˝ charakter nosiËa, a t˝m chr·-
nia imobilizovan˝ enz˝m27. Mimo celulÛzy66-68 s˙ v imobili-
zovan˝ch systÈmoch vyuûÌvanÈ aj jej deriv·ty ako karboxy-
metylcelulÛza, dietylaminoetylcelulÛza69, trietylaminoetylce-
lulÛza70 a nitrocelulÛza71. Z ÔalöÌch moûno spomen˙ù pouûitie
dreven˝ch kociek72 alebo hoblÌn73 ako nosiËa pre imobiliz·ciu
kvasiniek Saccharomyces cerevisiae pri produkcii etanolu,
piliny na imobiliz·ciu kvasiniek Candida guilliermondii na
produkciu kyseliny citrÛnovej alebo semen· obilnÌn na imo-
biliz·ciu mycÈlia Aspergillus niger pri produkcii glukoamyl·-
zy74.

3 . 3 . K o v a l e n t n È u c h y t e n i e

Z teoretickÈho hæadiska je medzi kovalentn˝m viazanÌm
biokomponentu na nosiË a sieùovanÌm napr. buniek navz·jom
z·sadn˝ rozdiel. V praxi to vöak uû nie je takÈ jednoznaËnÈ,
lebo sa mÙûu bunky viazaù na nosiË pr·ve tak ako navz·jom
medzi sebou. V literat˙re je mnoûstvo odkazov na kovalentnÈ
viazanie enz˝mov, avöak ani viazanie cel˝ch buniek nie je niË
mimoriadne. KovalentnÈ viazanie m· vöak jednu nev˝hodu:
Ëi uû sa viaûu enz˝my alebo bunky, s˙ vystavovanÈ reaktÌv-
nym skupin·m, ktorÈ sa Ëasto vyznaËuj˙ toxick˝m efektom.
Preto pri kovalentnom viazanÌ spravidla doch·dza k znÌûeniu
biokatalytickej aktivity. Ako je zn·me, samotnÈ bunkovÈ ste-
ny obsahuj˙ mnoûstvo reaktÌvnych skupÌn, ktorÈ sa potenci·l-
ne mÙûu podieæaù na vytvorenÌ kovalentn˝ch v‰zieb.

Z Ëinidiel pre kovalentnÈ naviazanie sa najËastejöie pouûÌva
glutardialdehyd53 a 1-etyl-3-(3-dimetyl-aminopropyl)-karbo-

Chem. Listy 94, 380 ñ 388 (2000) Refer·ty

384



diimid7, pouûitÈ vöak boli aj bisdiazobenzidÌn-2,2í-disulfÛ-
nov· kyselina, N-etyl-5-fenylizoxazÛlium-3í-sulfon·t, tolu-
Èn-2-izokyan·t-4-izotiokyan·t, hexametylÈndiizokyan·t ale-
bo1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzÈn. Z mnoûstva reakciÌ, ktorÈ
sa pri kovalentnom viazanÌ uplatÚuj˙, spomenieme len nasle-
dovnÈ75. ReakËnÈ mechanizmy jednotliv˝ch technÌk s˙ uve-
denÈ na obr·zku 5.
ñ kyanogÈnbromidov· technika,
ñ karbodiimidov· metÛda,
ñ v‰zba cez acylovÈ skupiny pÙsobenÌm hydrazÌnu a kyse-

liny dusitej,
ñ viazanie s pouûitÌm kyanurochloridu,
ñ v‰zba cez diazÛniovÈ skupiny z aromatick˝ch aminosku-

pÌn,
ñ naviazanie cez tiolovÈ skupiny.

AlternatÌvnym spÙsobom viazania je vyuûitie koordinaË-
n˝ch vlastnostÌ kovov. PrÌkladom je ˙prava povrchu materi·lu
chloridom titaniËit˝m, kde pri imobiliz·cii vznikne sendviËo-

v˝ chel·t medzi nosiËom a biologick˝m materi·lom prostred-
nÌctvom atÛmu tit·nu. V‰zbu medzi enz˝mom a povrchom
popÌsal vo svojej pr·ci Cabral a je zn·zornen·76 na obr·zku 6.

3 . 4 . œ a l ö i e i m o b i l i z a Ë n È m e t Û d y

Za Ôalöie imobilizaËnÈ metÛdy moûno spomen˙ù zadrûa-
nie biokatalyz·tora za membr·nou (obr·zok 1f). Zatiaæ Ëo
tento typ imobiliz·cie je veæmi beûn˝ pri konötrukcii biosen-
zorov, v biotechnolÛgi·ch vyuûÌvaj˙cich imobilizovanÈ sys-
tÈmy sa vyskytuje len ojedinele. Membr·ny b˝vaj˙ v‰Ëöinou
zloûenÈ z polymÈrov (napr. polyvinychlorid, polypropylÈn,
polysulfÛn). Membr·ny mÙûu maù podobu pl·tov alebo z·sob-
nÌkov s dut˝mi vl·knami. Z·sobnÌky s dut˝mi vl·knami po-
skytuj˙ membr·nam vyööiu mechanick˙ stabilitu a vyööÌ po-
mer povrchñobjem75.

Modifik·cia tejto metÛdy s pouûitÌm gÈlov˝ch materi·lov
sa naz˝va enkapsul·cia. Je to metÛda, pri ktorej sa biokataly-
z·tor, zvyËajne v tlmivom alebo stabilizaËnom roztoku obalÌ
tenkou semipermeabilnou membr·nkou gÈlu77.

Uû dlho je zn·me, ûe niektorÈ kmene liehovarnÌckych
a pivovarsk˝ch kvasiniek maj˙ zv˝öen˙ schopnosù flokul·cie.
Flokul·cia sa povaûuje za pasÌvnu formu imobiliz·cie, pri
ktorej sa jednotlivÈ bunky naadsorbuj˙ jedna na druh˙78 (ob-
r·zok 1b). Furuta predstavil produkciu glukoamyl·zy flokulu-
j˙cimi kvasinkami Saccharomyces diastaticus79. œalöÌch roz-
öÌrenÌm flokulaËn˝ch moûnostÌ je aplik·cia polyelektrolytov
alebo in˝ch povrchovo aktÌvnych l·tok na vyvolanie umelej
flokul·cie80.

Obr. 4. Schematick· v‰zba aminoskupiny enz˝mu na aminosku-
pinu anorganickÈho nosiËa prostrednÌctvom glutardialdehydu
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4. Aplik·cie imobilizovan˝ch systÈmov
v biotechnolÛgii

Oblasti pouûitia imobilizovan˝ch systÈmov mÙûu byù roz-
delenÈ do dvoch hlavn˝ch skupÌn: potravin·rske a nepotravi-
n·rske aplik·cie. Prv· skupina zah‡Úa produkciu fermentova-
n˝ch potravin·rskych produktov ako pivo, vÌno, etanol, m‰so,
mlieko a mlieËne v˝robky. Druh· skupina pokr˝va produkciu
öpecifick˝ch metabolitov vr·tane alkoholov, antibiotÌk, orga-
nick˝ch kyselÌn, aminokyselÌn, sacharidov a enz˝mov, ktorÈ
mÙûu n·jsù svoje uplatnenie vo farmaceutickom, chemickom
i potravin·rskom priemysle.

4 . 1 . P o t r a v i n · r s k e a p l i k · c i e
i m o b i l i z o v a n ˝ c h s y s t È m o v

»o sa t˝ka pivovarnÌckeho priemyslu, potenci·l technolÛ-
giÌ imobilizovan˝ch buniek zaznamenal v minulosti pozornosù
pri mnoh˝ch prÌleûitostiach. Od roku 1987 sa na ne zamerala
aj EurÛpska konvencia pre pivovarnÌctvo81 (EBC). V posled-
nom Ëase bolo publikovan˝ch mnoûstvo pr·c o implement·cii
imobilizovan˝ch kvasiniek do tradiËn˝ch pivovarnÌckych pro-
cesov prim·rnej a sekund·rnej ferment·cie82-85.

Napriek tradiËnj povahe vÌna, technolÛgia imobilizova-
n˝ch buniek si naöla svoje uplatnenie aj na tomto poli. Imobi-
lizovanÈ systÈmy mÙûu zv˝öiù ˙Ëinnosù alkoholickej a jablË-
no-mlieËnej ferment·cie86,87. NiektorÈ pr·ce popisuj˙ fæaöov˙
ferment·ciu öumivÈho vÌna s vyuûitÌm imobilizovan˝ch bu-
niek39. Kritick˝ pohæad na produkciu vÌna imobilizovan˝mi
systÈmami pon˙ka prehæadov˝ Ël·nok autorskÈho kolektÌvu
Diviès a kol.88

Udrûanie urËitej kvality m‰sa a m‰sov˝ch v˝robkov mÙûe
byù nevedomky alebo z·merne ovplyvnenÈ mikrobi·lnou akti-
vitou buÔ prirodzenej mikroflÛry alebo vybran˝ch typov mi-
kroorganizmov. Avöak len ned·vno technolÛgia imobilizova-
n˝ch buniek naöla svoje uplatnenie aj v m‰sospracuj˙com
priemysle89. McLoughlin a Champagne pon˙kaj˙ vyËerp·va-
j˙ci prehæad moûnostÌ vyuûitia imobilizovan˝ch buniek v pro-
cese spracov·vania m‰sa. Ide najm‰ o imobiliz·ciu ötartova-
cÌch kult˙r pri v˝robe fermentovan˝ch m‰sov˝ch produktov90.

ImobilizovanÈ bunky mÙûu n·jsù svoje uplatnenie aj v pro-
cese v˝roby mlieka a mlieËnych v˝robkov. Na tomto poli sa

imobilizovanÈ bunky pouûÌvaj˙ na pred˙pravu surovÈho mlie-
ka, produkciu mlieËnych ötartovacÌch kult˙r, v˝robu jogurtov
a syrov, ferment·ciu smotany a mrazen˝ch dezertov s alebo
bez obnovy bunkovej biomasy91.

4 . 2 . O s t a t n È b i o t e c h n o l Û g i e
v y u û Ì v a j ˙ c e i m o b i l i z o v a n È s y s t È m y

MnohÈ imobilizovanÈ systÈmy naöli svoje uplatnenie pri
produkcii sacharidov a ich deriv·tov. PatrÌ sem v˝roba vyso-
kokoncentrovan˝ch fruktÛzov˝ch syrupov92,93, glukÛzy a ga-
laktÛzy hydrol˝zou laktÛzy46. Mnoho pr·c sa tieû zaober·
produkciou enz˝mov, napr. amylolytick˝ch29, prote·z49, li-
p·z51 alebo katal·zy94. Aminokyseliny ako dÙleûitÈ farma-
ceutickÈ a krmovin·rske aditÌva s˙ tieû vyr·banÈ vyuûitÌm
imoiblizovan˝ch systÈmov. PatrÌ sem produkcia kyseliny as-
par·govej54, glut·movej11, alanÌnu42, tryptof·nu95, lyzÌnu96,
serÌnu97 alebo arginÌnu98. Aj organickÈ kyseliny zaznamenali
mnohÈ prÌpady aplik·cie17,33,99,100. œalöie pr·ce popisuj˙ tieû
produkciu glycerolu101 a sorbitolu102, aromatick˝ch l·tok, po-
lysacharidov, alkaloidov alebo pigmentov103.

5. Z·ver

T·to pr·ca pribliûuje spÙsoby a metÛdy zav·dzania imo-
bilizovan˝ch systÈmov vyuûÌvaj˙cich enz˝my alebo celÈ bun-
ky do jednotliv˝ch odvetvÌ potravin·rskeho i nepotravin·rske-
ho priemyslu. Jej z·merom bolo charakterizovaù najzn·mejöie
metÛdy imobiliz·cie spolu s materi·lmi, pre jednotlivÈ metÛdy
typick˝mi. Kapitoly o metÛdach imobiliz·cie sa neobmedzuj˙
len na suchÈ vymenovanie pouûÌvan˝ch materi·lov, ale nazna-
Ëuj˙ aj ich pÙvod, princÌp pouûitia a Ôalöie parametre spolu
s prÌkladmi praktick˝ch aplik·ciÌ v biotechnologick˝ch pro-
dukci·ch.

V prvej Ëasti Ël·nku s˙ naznaËenÈ biologickÈ materi·ly,
pouûÌvanÈ pri realiz·cii technolÛgiÌ s imobilizovan˝mi sys-
tÈmami. Druh·, najobsiahlejöia Ëasù je venovan· metÛdam
a hlavne najpouûÌvanejöÌm materi·lom pri jednotliv˝ch imo-
bilizaËn˝ch technik·ch. Tretia, z·vereËn· Ëasù je veæmi struË-
n˝m prehæadom zav·dzania imobilizovan˝ch systÈmov do
technologickej praxe.

T·to pr·ca bola podporovan· finanËn˝mi zdrojmi z gran-
tov EU Ë. 2/5059/98, 1/7347/20 a 1/6252/99.
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M. Navr·til and E. äturdÌk (Department of Biochemical
Technology, Faculty of Chemical Technology, Slovak Tech-
nical University, Bratislava, Slovak Republic): Chemical As-
pects of Immobilized Systems in Biotechnologies

Biotechnological applications using immobilized systems
have recorded fast development in last years. The paper tries
to deal with chemical aspects of immobilized biotechnologies.
It is aimed primarily at definition of immobilization tech-
niques and their modifications. For every method, the prin-
ciple of immobilization and the most frequently used carriers
are described. The appropriate matrix materials such as agar,
agarose, κ-carrageenan, alginate, pectates, protein carriers,
chitosan, polyacrylamide and other synthetic carriers are char-
acterized more in detail. Basic principles of covalent coupling
are presented as chemical equations. Several examples of
applications of immobilized systems in both food and non-
food biotechnological processes are mentioned.
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1. ⁄vod

Precipitace byly v poË·tcÌch chemie bÌlkovin jedin˝mi
dostupn˝mi metodami pro jejich separaci z komplexnÌch smÏ-
sÌ. P¯estoûe pat¯Ì k nejstaröÌm a nejjednoduööÌm metod·m
nelze jejich v˝znam podceÚovat ani v souËasnÈ dobÏ. KlasickÈ
precipitaËnÌ metody p¯i pouûitÌ neutr·lnÌch solÌ, organick˝ch
rozpouötÏdel nebo organick˝ch polymer˘ majÌ totiû ¯adu v˝-
hod. Lze je  snadno p¯evÈst z laboratornÌch podmÌnek  do
poloprovoznÌho Ëi provoznÌho mÏ¯Ìtka, mohou b˝t za¯azeny
jako poË·teËnÌ purifikaËnÌ krok p¯i pr·ci s hrub˝mi extrakty

a v˝sledku je p¯itom dosaûeno v relativnÏ kr·tkÈm Ëase. Jejich
vÏtöÌmu vyuûitÌ vöak br·nÌ nedostatek selektivity. Tento pro-
blÈm napom·h· odstranit kombinace afinitnÌch interakcÌ
a precipitace do jedinÈ metody ñ metody afinitnÌ precipitace.
P¯estoûe byla poprvÈ pops·na jiû v roce 1979 Larssonem
a Mosbachem1, jejÌ v˝znam nar˘st· aû nynÌ, a to i dÌky rozvoji
jin˝ch mechanism˘ neû pouûili ve svÈ pr·ci Larsson a Mos-
bach. CÌlem tohoto sdÏlenÌ je podat ucelenou informaci o tÈto
slibnÈ metodÏ purifikace bÌlkovin.

2. Metody afinitnÌ precipitace

Pro afinitnÌ precipitace bÌlkovin byly pouûity t¯i z·kladnÌ
mechanismy. PrvnÌ mechanismus zahrnuje vytv·¯enÌ sÌùovÈho
komplexu mezi polyvalentnÌ bÌlkovinou a bi- nebo polyligan-
dem. Za vhodn˝ch podmÌnek doch·zÌ k trojrozmÏrnÈmu na-
r˘st·nÌ tohoto komplexu, kter˝ se postupnÏ st·v· nerozpust-
n˝m, a doch·zÌ k jeho precipitaci (obr. 1). Tato metoda je
oznaËov·na jako  afinitnÌ precipitace pomocÌ homobifunk-
ËnÌch ligand˘ a v svÈ podstatÏ je identick· s imunoprecipitaËnÌ
reakcÌ protil·tky s antigenem.

V p¯ÌpadÏ druhÈho mechanismu dojde nejprve k vytvo¯enÌ
rozpustnÈho komplexu mezi bÌlkovinou a ligandem, kter˝ je
nav·z·n na polymeru. K vlastnÌ precipitaci komplexu pak
doch·zÌ sniûov·nÌm rozpustnosti tohoto polymeru, a to buÔ
zmÏnou fyzik·lnÏ chemick˝ch vlastnostÌ roztoku nebo p¯Ìdav-
kem Ëinidla, kterÈ tento polymer zesÌùov·v· a vyvol·v· tak
jeho precipitaci (obr. 2). Tato metoda je oznaËov·na jako
afinitnÌ precipitace pomocÌ heterobifunkËnÌch ligand˘. Vzhle-
dem ke skuteËnosti, ûe vÏtöina v souËasnÈ dobÏ publikovan˝ch
pracÌ vyuûÌv· pr·vÏ tohoto mechanismu, bude hlavnÌ Ë·st
tohoto sdÏlenÌ vÏnov·na tÈto modifikaci metody afinitnÌ pre-
cipitace.

Se zcela novou metodou afinitnÌ precipitace pomocÌ mo-
difikovan˝ch fosfolipid˘ p¯iöli Kilpatrick a spol.2 Fosfolipidy
s nav·zan˝m ligandem jsou rozpuötÏny ve vodnÈm roztoku
neiontovÈho detergentu. Tento roztok je p¯id·n k roztoku
purifikovanÈ polyvalentnÌ bÌlkoviny. P¯itom doch·zÌ k nav·-
z·nÌ konjug·tu ligandñfosfolipid na bÌlkovinu a souËasnÏ se
sniûuje dÌky z¯edÏnÌ v˝chozÌho roztoku modifikovan˝ch fos-
folipid˘ koncentrace detergentu. TÌm se obnaûÌ nepol·rnÌ al-

Obr. 1. Princip metody afinitnÌ precipitace pomocÌ homobifunkËnÌch ligand˘
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Obr. 2. Princip metody afinitnÌ precipitace pomocÌ heterobifunkËnÌch ligand˘

Obr. 3. Princip metody afinitnÌ precipitace pomocÌ modifikovan˝ch fosfolipid˘
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kylovÈ ¯etÏzce fosfolipid˘, doch·zÌ mezi nimi k hydrofobnÌm
interakcÌm a v˝sledkem je precipitace komplexu bÌlkovina ñ
ligandñfosfolipid (obr. 3).

3. AfinitnÌ precipitace pomocÌ
homobifunkËnÌch ligand˘

AfinitnÌ precipitace pomocÌ homobifunkËnÌch ligand˘ b˝-
v· takÈ oznaËov·na jako Ñprav·ì, neboù vlastnÌ precipitace je
skuteËnÏ vyvol·na tvorbou afinitnÌch interakcÌ mezi ligandem
a bÌlkovinou. Prim·rnÌ podmÌnkou pro tuto metodu afinitnÌ
precipitace je multivalentnost p¯ÌsluönÈ bÌlkoviny a pouûitÈho
ligandu. V p¯ÌpadÏ bÌlkoviny je tato vlastnost d·na jejÌ struk-
turou a nelze ji tedy ovlivnit. U ligandu je uvedenÈ skuteËnosti
dosaûeno spojenÌm dvou molekul ligandu prost¯ednictvÌm
ramÈnka, vytvo¯enÌm tzv. bis-ligandu. DÈlka ramÈnka m·
p¯itom podstatn˝ vliv na precipitaËnÌ vlastnosti danÈho systÈ-
mu bÌlkovina ñ bis-ligand. Pokud je ramÈnko p¯Ìliö kr·tkÈ,
bis-ligand nedok·ûe spojit vazebn· mÌsta na r˘zn˝ch moleku-
l·ch bÌlkoviny. Je-li naopak ramÈnko p¯Ìliö dlouhÈ, m˘ûe se
bis-ligand nav·zat na vazebn· mÌsta identickÈ molekuly bÌl-
koviny. V obou p¯Ìpadech nedojde k precipitaci.

DalöÌ d˘leûitou podmÌnkou pro ˙spÏönou aplikaci tÈto
metody afinitnÌ precipitace je optim·lnÌ pomÏr koncentracÌ
intereagujÌcÌch sloûek. StejnÏ jako v systÈmu protil·tka ñ
antigen je maxim·lnÌho v˝tÏûku precipitace dosaûeno p¯i po-
mÏru ligand : vazebnÈ mÌsto rovnÈmu 1. Proto je nutnÈ p¯ed
provedenÌm precipitace provÈst orientaËnÌ precipitaËnÌ expe-
rimenty p¯i r˘zn˝ch pomÏrech koncentracÌ obou sloûek.

S metodou afinitnÌ precipitace poprvÈ p¯iöli Larsson a Mos-
bach, kte¯Ì jako homobifunkËnÌ ligand pro purifikaci lakt·tde-
hydrogenasy z hovÏzÌho srdce pouûili bis-NAD+. Jedn· se
o dvÏ molekuly NAD+ kovalentnÏ spojenÈ pomocÌ dihydrazi-
nu kyseliny adipovÈ. ObdobnÈ deriv·ty NAD+ byly p¯ipraveny
karbodiimidovou kondenzacÌ3. Bis-NAD+ nenÌ monospecific-
k˝m ligandem, v hrubÈm homogen·tu s nÌm budou interagovat
vöechny NAD+ dependentnÌ dehydrogenasy, i kdyû r˘znou
silou. Specifitu afinitnÌ precipitace pro danou dehydrogenasu
lze zv˝öit p¯Ìdavkem substr·tovÈho analoga, kter˝ zvyöuje sÌlu
interakce. Tato skuteËnost platÌ p¯edevöÌm u enzym˘ s uspo-
¯·dan˝m sekvenËnÌm mechanismem. AfinitnÌ precipitaci tak
lze v p¯ÌpadÏ glutam·tdehydrogenasy vyvolat p¯Ìdavkem glu-
tar·tu, u lakt·tdehydrogenasy p¯Ìdavkem oxal·tu a v p¯ÌpadÏ

alkoholdehydrogenasy p¯Ìdavkem pyrazolu. Irwin a Tipton
dokonce vypracovali metodu afinitnÌ precipitace, pomocÌ kte-
rÈ lze dÌky p¯Ìdavku r˘znÈho substr·tovÈho analoga rozsepa-
rovat jednotlivÈ izoenzymy lakt·tdehydrogenasy4. Pro rozpuö-
tÏnÌ vzniklÈho precipit·tu je moûnÈ pouûÌt NADH, kter˝ se na
uvedenÈ dehydrogenasy v·ûe silnÏji neû bis-NAD+. ObdobnÏ
Beattie a spol.5 p¯ipravili pro purifikaci fosfofruktokinasy
z hovÏzÌho srdce bis-ATP. V tomto p¯ÌpadÏ slouûÌ ke zv˝öenÌ
specifity precipitace citr·t, kter˝ u tohoto enzymu vystupuje
jako allosterick˝ inhibitor.

NAD+ a ATP jsou vöak velmi nest·lÈ l·tky, coû samoz¯ej-
mÏ platÌ i o jejich bis-deriv·tech. Nezanedbateln· je rovnÏû
jejich cena. Proto byly k identickÈmu ˙Ëelu, stejnÏ jako v p¯Ì-
padÏ afinitnÌ chromatografie, pouûity jako pseudoafinitnÌ li-
gandy deriv·ty triazinov˝ch barev ñ Cibacron Blue F3GA
(cit.6,7) a Procion Blue H-B (cit.8,9), kterÈ vykazujÌ obdobnou
afinitu v˘Ëi dehydrogenasam a jin˝m bÌlkovin·m.

PoslednÌ aplikacÌ afinitnÌ precipitace pomocÌ homobifun-
kËnÌch ligand˘ je precipitace pomocÌ tzv. bis-chel·t˘10 ñ ethy-
lenglykoltetraoctovÈ kyseliny ñ EGTA a polyethylenglykol-
bisiminodioctovÈ kyseliny ñ PEG(IDA)2 s nav·zan˝mi kovo-
v˝mi ionty Cu2+ nebo Zn2+. Tato metoda je pouûiteln· pro
bÌlkoviny s vÌce vazebn˝mi mÌsty pro koordinaËnÌ vazbu
kovov˝ch iont˘, p¯edevöÌm s povrchovÏ dostupn˝mi hystidi-
nylov˝mi zbytky. Vzhledem k tomu, ûe kratöÌ polyhistidiny-
lovÈ ¯etÏzce jsou Ëasto vyuûÌv·ny v rekombinantnÌch techno-
logiÌch pro usnadnÏnÌ purifikace rekombinantnÌch bÌlkovin,
nabÌzÌ se zde aplikace pr·vÏ tÈto metody11.

IdentickÈ precipitaËnÌ chov·nÌ jako bis-ligandy vykazujÌ
rovnÏû tzv. polyligandy, kterÈ ve svÈ molekule obsahujÌ vÌce
neû dvÏ molekuly ligandu. Morris a spol.12 pouûili biotin
nav·zan˝ na polyakrylamidovÈm ¯etÏzci jako polyligand pro
avidin. Jednalo se vöak pouze o p¯edbÏûnÈ experimenty pro-
v·dÏnÈ  na modelov˝ch smÏsÌch a nenÌ moûnÈ objektivnÏ
posoudit potenci·lnÌ v˝hody tohoto uspo¯·d·nÌ.

Jak je patrnÈ, metoda afinitnÌ precipitace pomocÌ homo-
bifunkËnÌch ligand˘ m· ¯adu problematick˝ch mÌst a nejedn·
se tedy o metodu univerz·lnÌ. Nev˝hodou je rovnÏû dlouh·
inkubaËnÌ doba pot¯ebn· pro precipitaci, kter· u nÏkter˝ch
systÈm˘ dosahuje aû 20 hodin. Tento mechanismus je vöak
vhodn˝ p¯edevöÌm pro bÌlkoviny citlivÈ na zmÏny fyzik·l-
nÏ chemick˝ch vlastnostÌ roztok˘. P¯ehled aplikacÌ afinitnÌ
precipitace pomocÌ homobifunkËnÌch ligand˘ je uveden v ta-
bulce I.

Tabulka I
P¯ehled vyuûitÌ afinitnÌ precipitace pomocÌ homobifunkËnÌch ligand˘ pro purifikaci bÌlkovin

BÌlkovina Ligand Zdroj Cit.

Lakt·tdehydrogenasa bis-NAD+ hovÏzÌ srdce 1,4,13ñ15
Glutam·tdehydrogenasa bis-NAD+ hovÏzÌ a krysÌ j·tra 13ñ15
Alkoholdehydrogenasa bis-NAD+ kvasniËnÌ 13,15
Fosfofruktokinasa bis-ATP hovÏzÌ srdce 5
Lakt·tdehydrogenasa bis-Cibacron Blue F3GA kr·liËÌ svaly 6,7
SÈrov˝ albumin bis-Cibacron Blue F3GA hovÏzÌ sÈrum 6,7
Lakt·tdehydrogenasa bis-Procion Blue H-B kr·liËÌ svaly 8,9
Hemoglobin (Zn2+)2EGTA lidsk˝ 10
Myoglobin (Cu2+)2PEG(IDA)2 velrybÌ 10
Galaktosadehydrogenasa (Zn2+)2EGTA rekombinatnÌ 11
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Tabulka II
P¯ehled polymer˘ pouûit˝ch p¯i afinitnÌch precipitacÌch

Polymer PrecipitaËnÌ podmÌnky

rozpustn˝ nerozpustn˝

P¯ÌrodnÌ polymery
Chitosan < pH 5,5 > pH 8,5
Algin·t Ca2+

Dextran Concanavalin A
Galaktomannan B4

SyntetickÈ polymery
Hydroxypropylmethylcelulosa < pH 4,2
Kopolymer methylmethakryl·t-methakrylov· kyselina Eudragit S100 > pH 5,5 < pH 4,7
Kopolymer N-isopropylakrylamid-N-akryloxysukcinimid NIPAM-NASI > 34 ∞C
Kopolymer N-isopropylakrylamid-glycidylmethakryl·t NIPAM-GMA > 27 ∞C
Poly(N-vinylkaprolaktam) PVCL > 45 ∞C
Polyethylenimin PEI k. polyakrylov· PAA

4. AfinitnÌ precipitace pomocÌ
heterobifunkËnÌch ligand˘

Jak jiû bylo uvedeno, v p¯ÌpadÏ metody afinitnÌ precipitace
pomocÌ heterobifunkËnÌch ligand˘ nenÌ precipitace ve skuteË-
nosti vyvol·na p¯Ìmo tvorbou afinitnÌ interakce mezi bÌlkovi-
nou a ligandem. Za precipitaci je odpovÏdn˝ polymer, kter˝
zmÏnou svÈ rozpustnosti reaguje na cÌlenÈ zmÏny ve vlastnos-
tech okolnÌho roztoku.

4 . 1 . L i g a n d y p o u û Ì v a n È p ¯ i a f i n i t n Ì c h
p r e c i p i t a c Ì c h

Pro metodu afinitnÌ precipitace pomocÌ heterobifunkËnÌch
ligand˘ lze v principu pouûÌt identickÈ ligandy jako p¯i afinitnÌ
chromatografii. U chromatografie m· vöak bÌlkovina p¯i pr˘-
chodu chromatografickou kolonou vÌce p¯ÌleûitostÌ pro vytvo-
¯enÌ afinitnÌ interakce s imobilizovan˝ch ligandem, coû samo-
z¯ejmÏ neplatÌ p¯i afinitnÌ precipitaci, kde k interakci doch·zÌ
p¯Ìmo v roztoku. Ligandy pouûitÈ p¯i afinitnÌ precipitaci tedy
musÌ vykazovat silnÏjöÌ interakce neû ligandy pouûÌvanÈ v afi-
nitnÌ chromatografii. NavÌc je nutnÈ br·t v ˙vahu, ûe po vazbÏ
ligandu na polymer doch·zÌ k jejÌmu zeslabenÌ.

4 . 2 . P o l y m e r y p o u û Ì v a n È p ¯ i a f i n i t n Ì c h
p r e c i p i t a c Ì c h

Pro pot¯eby afinitnÌ precipitace jsou vyuûÌv·ny polymery
rozpustnÈ ve vodn˝ch roztocÌch, kterÈ jsou schopny reagovat
i na malÈ zmÏny ve vlastnostech roztoku. Tyto zmÏny vyvo-
l·vajÌ tvorbu novÈ f·ze v dosud homogennÌm roztoku, tj. vznik
trojrozmÏrnÈ struktury. ZmÏna pot¯ebn· pro p¯echod mezi
rozpustnou a nerozpustnou formou polymeru by mÏla b˝t
mÌrn· a nesmÌ mÌt vliv na samotnÈ afinitnÌ interakce. Ide·lnÌ
polymer pro afinitnÌ precipitace by mÏl p¯itom splÚovat nÏko-
lik dalöÌch poûadavk˘: (i) mÏl by obsahovat volnÈ skupiny pro
vazbu ligandu, a to v odpovÌdajÌcÌm poËtu pro dosaûenÌ dosta-
teËnÈ vazebnÈ kapacity;  (ii) mÏl  by vykazovat minim·lnÌ
nespecifickÈ interakce; (iii) mÏl by vytv·¯et kompaktnÌ preci-

pit·t vhodn˝ pro dalöÌ manipulace s minimem koprecipitova-
n˝ch neËistot; (iv) mÏl by b˝t opakovanÏ pouûiteln˝; (v) mÏl
by b˝t levn˝ a dostupn˝ a (vi) nemÏl by b˝t toxick˝.

V tabulce II je uveden p¯ehled polymer˘, kterÈ byly dosud
pouûity p¯i afinitnÌch precipitacÌch. Jak je patrnÈ, k afinitnÌm
precipitacÌm byly pouûity jak p¯ÌrodnÌ tak syntetickÈ polyme-
ry. SyntetickÈ polymery vykazujÌ vyööÌ ˙Ëinnost precipitace,
neboù na rozdÌl od polymer˘ p¯ÌrodnÌch nejsou polydisperznÌ.
Za zmÌnku stojÌ nÏkterÈ aplikace p¯ÌrodnÌch polymer˘ chito-
sanu a algin·tu, kterÈ slouûÌ nejen jako polymery nezbytnÈ pro
precipitaci, ale souËasnÏ i jako ligandy pro p¯ÌsluönÈ bÌlkoviny
ñ lektin z pöenice16 a celulasu17, respektive endopolygalaktu-
ronasu18.

é·dn˝ z doposud pouûit˝ch polymer˘ nesplÚuje vöechny
uvedenÈ poûadavky. HlavnÌmi nedostatky jsou nekompletnÌ
precipitace, nespecifickÈ hydrofobnÌ interakce a zachycenÌ
balastnÌch bÌlkovin ve struktu¯e precipit·tu. UvedenÈ problÈ-
my se pokusili odstranit Sun a Zhou vyuûitÌm polymerizova-
n˝ch liposom˘ pro afinitnÌ precipitace19. Liposomy p¯ipravenÈ
z fosfolipid˘ s diacethylenov˝mi zbytky jsou dostateËnÈ st·lÈ
a majÌ hydrofilnÌ povrch bez nespecifick˝ch interakcÌ, jejich
precipitaci lze jednoduöe vyvolat osmotick˝m öokem zp˘so-
ben˝m p¯Ìdavkem soli do roztoku.

4 . 3 . V a z b a l i g a n d u n a p o l y m e r

Pro vazbu ligandu na polymer lze obecnÏ pouûÌt reakce,
jeû jsou pouûÌv·ny pro syntÈzu sorbent˘ pro afinitnÌ chroma-
tografii Ëi imobilizaci enzym˘. Volba reakce bude z·viset na
dostupn˝ch funkËnÌch skupin·ch polymeru a ligandu. P¯i tÈto
reakci nesmÌ doch·zet k zesÌùov·nÌ polymeru, neboù by se
snÌûila dostupnost ligandu pro bÌlkovinu a rozpustnost modifi-
kovanÈho polymeru. ZÌskan˝ konjug·t ligandñpolymer si p¯i-
tom musÌ zachovat afinitu v˘Ëi p¯ÌsluönÈ bÌlkovinÏ a schopnost
precipitace. U precipitaËnÌ z·vislosti vöak po nav·z·nÌ ligand˘
na polymer dojde k urËit˝m posun˘m, kterÈ se jeötÏ vÌce
prohloubÌ po vazbÏ bÌlkoviny.

Ligand je moûnÈ v·zat p¯Ìmo na aktivovan˝ polymer, p¯Ì-
padnÏ ho lze nav·zat na monomer a ten pouûÌt jako kopolymer

O7
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Tabulka III
P¯ehled aplikacÌ afinitnÌ precipitace vyvolanÈ zmÏnou pH

BÌlkovina Polymer-ligand pH interakce pH precipitace Cit.

Trypsin NAABA-p-aminobenzamidin 8,0 4,0 20
Protein A HPMC-IgG 7,2 4,2 21
Protein A Eudragit S100-IgG 7,0 4,5 22
L-LDH Eudragit S100-CB 7,6 5,1 23
D-LDH Eudragit S100 5,5 4,3 24
L-LDH Eudragit S100-CB 5,5 4,9 25
Xylanasa Eudragit S100 5,6 4,3 26
Lektin ze sÛji Eudragit S100-N-Ac-D-GalNH2 5,2 27
MAb Eudragit S100-lipasa 4,8 28
Lektin z pöenice chitosan 5,5 8,5 16
Celulasa chitosan 5,0 8,0 17
Trypsin chitosan ñ STI 5,5 8,5 29

L-LDH ñ L-lakt·tdehydrogenasa, N-Ac-D-GalNH2 ñ N-acetyl-D-galaktosamin, MAb  ñ monoklon·lnÌ protil·tka, HPMC ñ
hydroxypropylmethylcelulosa, STI ñ inhibitor trypsinu ze sÛji, NAABA ñ N-akryloyl-aminobenzoov· kyselina, CB ñ Cibacron
Blue 3GA

Tabulka IV
P¯ehled aplikacÌ afinitnÌ precipitace vyvolanÈ p¯Ìdavkem polyvalentnÌch iont˘

BÌlkovina Polymer-ligand SÌùujÌcÌ Ëinidlo Cit.

Trypsin algin·t-STI Ca2+ 30
Endogalakturonasa algin·t Ca2+ 18
L-LDH Eudragit S100-CB 50 mM Ca2+ + 40 ∞C 31
Pyruv·tkinasa Eudragit S100-CB 50 mM Ca2+ + 40 ∞C 31
ADH Eudragit S100-CB 50 mM Ca2+ + 40 ∞C 32
IgG galaktomannan-protein A B4 33

L-LDH ñ L-lakt·tdehydrogenasa, ADH ñ alkoholdehydrogenasa, STI ñ inhibitor trypsinu ze sÛji, CB ñ Cibacron Blue 3GA

p¯i syntÈze polymeru. K vazbÏ ligandu se nepouûÌv· ramÈnko,
neboù modifikovan˝ polymer je p¯i inkubaci se vzorkem v roz-
pustnÈm stavu a jeho ¯etÏzce jsou natolik flexibilnÌ, ûe ramÈn-
ko nenÌ nutnÈ. Po reakci je nezbytnÈ d˘kladnÏ odstranit nezre-
agovan˝ ligand, a to opakovanou precipitacÌ modifikovanÈho
polymeru.

4 . 4 . P r e c i p i t a Ë n Ì m o d y

Metoda pouûiteln· k precipitaci komplexu bÌlkovina ñ
ligandñpolymer bude p¯edevöÌm z·viset na danÈm polymeru,
nezanedbatelnÈ jsou vöak rovnÏû vlastnosti roztoku, ze kterÈ-
ho m· b˝t precipitace prov·dÏna.

Precipitace vyvolan· zmÏnou pH. Polymery, kterÈ ve svÈ
struktu¯e obsahujÌ jak ionizovatelnÈ, tak i hydrofobnÌ skupiny,
jsou p¯i urËitÈm pH nabitÈ a budou rozpustnÈ v roztoku, p¯i
jinÈm pH naopak n·boj ztr·cejÌ a pak p¯evl·dajÌ jejich hydro-
fobnÌ vlastnosti a doch·zÌ k precipitaci. Tohoto efektu je pr·vÏ
vyuûÌv·no p¯i afinitnÌch precipitacÌch. Inkubace bÌlkoviny
s konjug·tem ligandñpolymer se prov·dÌ p¯i takovÈm pH, p¯i
kterÈm je polymer rozpustn˝, n·slednÏ je zmÏnou pH vyvol·-
na jeho precipitace. P¯ehled nÏkter˝ch aplikacÌ precipitace
vyvolanÈ zmÏnou pH je uveden v tabulce III.

Precipitace vyvolan· p¯Ìdavkem polyvalentnÌch iont˘. P¯Ì-
davek opaËnÏ nabit˝ch polyvalentnÌch iont˘ k roztoku nabitÈ-
ho polymeru vyvol·v· tvorbu komplexu, kter˝ postupnÏ na-
r˘st· a n·slednÏ precipituje. ⁄Ëinnost precipitace je p¯itom
z·visl· na danÈm iontu. Typick˝m p¯Ìkladem takovÈho poly-
meru je algin·t, kter˝ precipituje po p¯Ìdavku dvojmocn˝ch
nebo trojmocn˝ch iont˘ nap¯. Ca2+. Eudragit S100, kter˝ je
obvykle precipitov·n zmÏnou pH, lze rovnÏû precipitovat p¯Ì-
davkem Ca2+ v kombinaci se zv˝öenou teplotou. Na identickÈm
principu je rovnÏûzaloûenaprecipitacegalaktomannamu pomocÌ
iontu B4 . P¯ehled nÏkter˝ch aplikacÌ precipitace vyvolanÈ
p¯Ìdavkem polyvalentnÌch iont˘ je uveden v tabulce IV.

Precipitace vyvolan· p¯Ìdavkem opaËnÏ nabitÈho polyme-
ru. Precipitaci nabitÈho polymeru lze vyvolat p¯Ìdavkem opaË-
nÏ nabitÈho polymeru, vznikl˝ polyeletrolytov˝ komplex je
n·slednÏ precipitov·n zmÏnou pH. P¯i jedinÈ doposud publi-
kovanÈ aplikaci uvedenÈho zp˘sobu precipitace pouûili Dis-
sing a Mattiasson34 pro afinitnÌ precipitaci lakt·tdehydrogena-
sy z hovÏzÌho srdce jako konjug·t Cibacron Blue 3GA nav·-
zanou na polyethyleniminu a kyselinu polyakrylovou jako
opaËnÏ nabit˝ polymer.

Precipitace vyvolan· zmÏnou teploty. Charakteristick˝m
parametrem nÏkter˝ch polymer˘ je tzv. bod z·kalu, coû je te-
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Tabulka V
P¯ehled aplikacÌ afinitnÌ precipitace vyvolanÈ zmÏnou teploty

BÌlkovina Polymer-ligand PrecipitaËnÌ teplota Cit.

Trypsin PVCL-STI 45 ∞C 35
Alkalick· proteasa NIPAM-p-aminobenzamidin 50 ∞C + 0,94 % NaCl 36
Trypsin NIPAM-NASI-p-aminobenzamidin 42 ∞C + 3, % (NH4)2SO4 37
Trypsin NIPAM-GMA-p-aminobenzamidin 34 ∞C+ 3,8 % (NH4)2SO4 37
Protein A NIPAM-GMA-IgG 34 ∞C+ 3,8 % (NH4)2SO4 37
Antigen NIPAM-GMA-MAb 31 ∞C 38
IgG NIPAM-NASI-protein A 37 ∞C 39
Inhibitor trypsinu VCL-VI-Cu2+ 45 ∞C 40

NIPAM-VI-Cu2+ 35 ∞C
Inhibitor a-amylasy NIPAM-IDA-Cu2+ 35 ∞C 41

NIPAM-VI-Cu2+ 35 ∞C
Anti-BSA IgG PST-NIPAM-GMA-BSA 30 ∞C 42

PST-NIPAM-MMA-BSA 40 ∞C
Antigen NIPAM-IgG 32 ∞C 43
C reaktivnÌ protein NIPAM-GMA-APPC 32 ∞C + Ca2+ 44

BSA ñ hovÏzÌ sÈrov˝ albumin, PVCL ñ polyvinylkaprolaktam, STI ñ inhibitor trypsinu ze sÛji, NIPAM ñ poly-N-isopropylak-
rylamid, NASI ñ N-akryloxysukcinimid, GMA ñ glycidylmethakryl·t, MAb ñ monoklon·lnÌ protil·tka, VCL ñ vinylkaprolaktam,
VI ñ vinylimidazol, IDA ñ iminodioctov· kyselina, PST ñ polystyren, MMA ñ methakrylov· kyselina, APPC ñ aminofenylfos-
forylcholin

plota p¯i kterÈ se p˘vodnÏ homogennÌ roztok polymeru sepa-
ruje do dvou f·zÌ ñ vodnÈ f·ze a f·ze polymeru. Tento f·zov˝
p¯echod je zp˘soben asociacÌ polymeru do vÏtöÌch agreg·t˘
prost¯ednictvÌm hydrofobnÌch interakcÌ. Pokud tento teplotnÌ
p¯echod leûÌ v rozsahu teplotnÌ stability p¯ÌsluönÈ bÌlkoviny,
lze polymer pouûÌt k afinitnÌ precipitaci. K danÈmu ˙Ëelu byly
pouûity p¯edevöÌm syntetickÈ polymery na b·zi poly(N-iso-
propylakrylamidu) ñ NIPAM nebo poly(N-vinylkaprolakta-
mu) ñ PVCL. P¯ehled nÏkter˝ch aplikacÌ precipitace vyvolanÈ
zmÏnou teploty je uveden v tabulce V.

Precipitace vyvolan· p¯Ìdavkem sÌùujÌcÌ bÌlkoviny. K pre-
cipitaci komplexu bÌlkovina ñ ligandñpolymer lze takÈ pouûit
sÌùujÌcÌho efektu jinÈ polyvalentnÌ bÌlkoviny. P¯Ìkladem m˘ûe
b˝t precipitace komplexu lakt·tdehydrogenasa ñ Cibacron
Blue 3GA-dextran pomocÌ lektinu concanavalinu A (cit.45).
Jedn· se vlastnÏ o vyuûitÌ dvou r˘zn˝ch afinitnÌch interakcÌ
pro afinitnÌ precipitaci.

4 . 5 . P o s t u p p r e c i p i t a c e

Purifikace bÌlkovin metodou afinitnÌ precipitace pomocÌ he-
terobifunkËnÌch ligand˘ probÌh· v nÏkolika n·sledn˝ch krocÌch:
ñ vazba bÌlkoviny ñ heterobifunkËnÌ ligand  je p¯id·n ke

vzorku za podmÌnek, kterÈ jsou vhodnÈ pro vytvo¯enÌ
afinitnÌ interakce, vznikl˝ komplex bÌlkovina ñ ligandñpo-
lymer z˘st·v· v rozpustnÈm stavu,

ñ precipitace komplexu ñ nÏkterou z v˝öe uveden˝ch metod
je vyvol·na precipitace komplexu, precipit·t je potÈ z roz-
toku oddÏlen centrifugacÌ. Rychlost a v˝tÏûek precipitace
je moûnÈ v nÏkter˝ch p¯Ìpadech zv˝öit p¯Ìdavkem nemo-
difikovanÈho polymeru, kter˝ napom·h· vytv·¯enÌ preci-
pitaËnÌch center v roztoku,

ñ promytÌ ñ pokud jeprecipitaceprov·dÏna zhrubÈhohomoge-
n·tu, doch·zÌ p¯i nÌ k koprecipitaci nespecificky v·zan˝ch

balastnÌch bÌlkovin. »·st balastnÌch bÌlkovin je rovnÏû za-
chycena ve vnit¯nÌ struktu¯e precipit·tu. Pro zv˝öenÌ spe-
cifity je nezbytnÈ tyto bÌlkoviny z precipit·tu odstranit, coû
je moûnÈ provÈst rozpuötÏnÌm precipit·tu a jeho opÏtov-
n˝m vysr·ûenÌm, p¯ÌpadnÏ p¯Ìm˝m promytÌm precipit·tu,

ñ disociace purifikovanÈ bÌlkoviny a odstranÏnÌ konjug·tu
ligandñpolymer ñ p¯i afinitnÌ precipitaci je purifikovan·
bÌlkovina nav·zan· nejenom na vnÏjöÌm povrchu precipi-
t·tu, ale i v jeho vnit¯nÌ struktu¯e. Vzhledem k tÈto skuteË-
nosti byly testov·ny dva p¯Ìstupy disociace bÌlkoviny
z komplexu, a to buÔ p¯Ìmo z precipitovanÈho komplexu
nebo po jeho rozpuötÏnÌ. V prvÈm p¯ÌpadÏ z˘st·v· konju-
g·t ligandñpolymer v precipitovanÈm stavu, coû je v˝hod-
nÈ pro jeho odstranÏnÌ z roztoku separovanÈ bÌlkoviny.
V druhÈm p¯ÌpadÏ musÌ b˝t ze stejnÈho d˘vodu konjug·t
opÏtovnÏ precipitov·n. KonkrÈtnÌ metoda disociace bude
z·viset na danÈm systÈmu bÌlkovinañligand,

ñ regenerace konjug·tu ligandñpolymer ñ prim·rnÌ podmÌn-
kou pro ekonomicky efektivnÌ metodu afinitnÌ precipitace
je opakovanÈ pouûitÌ konjug·tu ligandñpolymer. P¯edtÌm
je nezbytnÈ z konjug·tu odstranit nejenom vöechny nav·-
zanÈ neËistoty, ale i Ëinidla pouûit· k disociaci.

4 . 6 . S p e c i · l n Ì m o d i f i k a c e m e t o d y
a f i n i t n Ì p r e c i p i t a c e p o m o c Ì
h e t e r o b i f u n k Ë n Ì c h l i g a n d ˘

JednÌm z problÈm˘ metody afinitnÌ precipitace pomocÌ
heterobifunkËnÌch ligand˘ jsou nespecifickÈ interakce balast-
nÌch bÌlkovin se samotn˝m polymerem, kterÈ sniûujÌ specific-
kou aktivitu purifikovan˝ch bÌlkovin. Aby p¯edeöli tomuto
problÈmu, vypracovali Shu a spol. tzv. sekvenËnÌ precipitaËnÌ
proceduru24, p¯i kterÈ jsou za sebou provedeny nespecifick·
a afinitnÌ precipitace. Tuto metodu aplikovali p¯i purifikaci
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D-lakt·tdehydrogenasy z bakterie Leuconostoc mesenteroides.
P¯i nespecifickÈ precipitaci byl k hrubÈmu extraktu p¯id·n
nemodifikovan˝ polymer ñ Eudragit S100, p¯iËemû doölo
k precipitaci balastnÌch bÌlkovin a D-lakt·tdehydrogenasa z˘-
stala v roztoku. ZÌskan˝ supernatant byl po ˙pravÏ pH podro-
ben vlastnÌ afinitnÌ precipitaci s konjug·tem Cibacron Blue
3GA-Eudragit S100. PomocÌ tÈto metody doölo nejenom ke
zv˝öenÌ specifickÈ aktivity v˝slednÈho enzymovÈho prepar·-
tu, nezanedbatelnou v˝hodou je rovnÏû moûnost pouûÌt pro
purifikaci p¯Ìmo hrub˝ extrakt, neboù p¯i prvnÌm precipitaËnÌm
kroku doch·zÌ k odstranÏnÌ zb˝vajÌcÌch fragment˘ bakteri·l-
nÌch bunÏk.

Kombinaci metody afinitnÌ precipitace s metodou dvouf·-
zov˝ch separacÌ vyuûili pro purifikaci lakt·tdehydrogenasy
z praseËÌch sval˘ Guoquiand a spol.25 Vyöli p¯itom ze skuteË-
nosti, ûe p¯i dvouf·zov˝ch separacÌch v systÈmu polyethylen-
glykol ñ dextran se Eudragit S100 separuje z vÌce neû 98 %
v hornÌ polyethylenglykolovÈ f·zi. Hrub˝ extrakt byl nejprve
podroben dvouf·zovÈ separaci v systÈmu 6 % polyethylengly-
kol 8000 ñ 8 % dextran T250, p¯iËemû LDH se separovala do
dolnÌ dextranovÈ f·ze. HornÌ polyethylenglykolov· f·ze byla
nahrazena novou, do kterÈ byl navÌc p¯id·n konjug·t Cibacron
Blue 3GA-Eudragit S100. TÌm doölo ke zmÏnÏ distribuËnÌho
koeficientu lakt·tdehydrogenasy a ta se separovala do hornÌ
polyethylenglykolovÈ f·ze. Komplex lakt·tdehydrogenasa ñ
Cibacron Blue 3GA-Eudragit S100 byl z polyethylenglykolo-
vÈ f·ze precipitov·n snÌûenÌm pH.

5. AfinitnÌ precipitace pomocÌ modifikovan˝ch
fosfolipid˘

TakÈ u tÈto metody nenÌ precipitace vyvol·na p¯Ìmo tvor-
bou afinitnÌ interakce mezi p¯Ìsluönou bÌlkovinou a konjug·-
tem ligandñfosfolipid. K precipitaci vzniklÈho komplexu do-
ch·zÌ dÌky hydrofobnÌm interakcÌm mezi alifatick˝mi ¯etÏzci
jednotliv˝ch fosfolipidov˝ch molekul. Tyto ¯etÏzce byly p˘-
vodnÏ komplexov·ny molekulami neiontovÈho detergentu,
avöak po p¯Ìdavku roztoku fosfoslipidu v neiontovÈm deter-
gentu do roztoku purifikovanÈ bÌlkoviny doch·zÌ ke snÌûenÌ
koncentrace detergentu a ¯etÏzce p¯est·vajÌ b˝t chr·nÏny proti
vz·jemn˝m hydrofobnÌm interakcÌm. TÌm se tato metoda afi-
nitnÌ precipitace liöÌ od metody, kter· vyuûÌv· heterobifunkËnÌ
ligandy, neboù pro vyvol·nÌ precipitace nenÌ nutn· zmÏna
fyzik·lnÏ chemick˝ch vlastnostÌ v˝slednÈho roztoku. Jak afi-
nitnÌ interakce, tak i hydrofobnÌ interakce jsou totiû inicializo-
v·ny prost˝m smÌch·nÌm roztoku bÌlkoviny s roztokem fosfo-
lipid˘. Kilpatrick a spol. pouûili p¯i sv˝ch experimentech
syntetick˝ fosfolipid ñ dimyristoylfosfatidylethanolamin, na
kter˝ nav·zali jako ligand biotin, a oktaethylenglykol-n-dode-
cylether jako neiontov˝ detergent. Uveden˝ konjug·t biotinñ
fosfolipid byl vyuûit pro purifikaci avidinu z vajeËnÈho bÌlku2,
respektive pro purifikaci polyklon·lnÌch a monoklon·lnÌch
protil·tek proti biotinu45.

6. Z·vÏr

Metoda afinitnÌch precipitacÌ kombinuje ˙Ëinnost a jedno-
duchost klasick˝ch precipitaËnÌch metod se selektivitou danou
metod·m zaloûen˝m na afinitnÌch interakcÌch. JejÌmi hlavnÌ-

mi v˝hodami jsou p¯edevöÌm nÌzkÈ provoznÌ n·klady, rychlÈ
a snadnÈ provedenÌ a moûnost p¯ÌmÈ pr·ce s hrub˝mi bÌlko-
vinn˝mi extrakty. V tomto smÏru lze p¯edpokl·dat jejÌ dalöÌ
rozvoj jako moûnÈ alternativy afinitnÌ chromatografie v polo-
provoznÌch a provoznÌch aplikacÌch.
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Z. Glatz (Department of Biochemistry, Faculty of Science,
Masaryk University, Brno): Affinity Precipitation of Pro-
teins

Affinity precipitation combines high performance and sim-
plicity of precipitation methods with high selectivity achieved
in affinity methods of protein purification. The affinity pre-
cipitation could have a great potential as an alternative or
complement to affinity chromatography, mainly in down-
stream processes. Basic principles and characteristics of the
method are given. In addition, the paper describes some special
applications of affinity precipitation in protein purification.
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KlÌËov· slova: roztaûnost, polymernÌ fÛlie, botn·nÌ

1. ⁄vod

V r·mci studia sorpËnÌch vlastnostÌ polymernÌch mate-
ri·l˘, pouûÌvan˝ch p¯i membr·nov˝ch separaËnÌch procesech,
byl vyvinut p¯Ìstroj pro sledov·nÌ jejich roztaûnosti v kapali-
n·ch. Tento p¯Ìstroj, umoûÚujÌcÌ kontinu·lnÏ mÏ¯it rozmÏry
vzorku polymernÌ fÛlie, pono¯enÈho v kapalinÏ, byl testov·n
mÏ¯enÌm roztaûnosti izotropnÌch i anizotropnÌch materi·l˘
v aromatick˝ch, line·rnÌch alifatick˝ch a alicyklick˝ch uhlo-
vodÌcÌch, v alkoholech a ve smÏsÌch uhlovodÌk˘ nebo ve
smÏsÌch uhlovodÌk + alkohol. Z ˙daj˘ o zmÏn·ch line·rnÌch
rozmÏr˘ lze za urËit˝ch p¯edpoklad˘ zÌskat informace o obje-
movÈm botn·nÌ. Obvykle pouûÌvanÈ metody pro sledov·nÌ
botn·nÌ polymer˘1-3 neb˝vajÌ kontinu·lnÌ a jejich pouûitÌ pro
tenkÈ fÛlie, zvl·ötÏ z materi·l˘ m·lo botnajÌcÌch, m˘ûe b˝t
problematickÈ4.

2. Popis p¯Ìstroje

Z·kladem p¯Ìstroje, jehoû blokovÈ schÈma je uvedeno na
obr. 1, je ploch· n·dobka pro kapalinu, v nÌû vzorek botn·.
ÿez mÏ¯icÌ kyvetou ukazuje obr. 2. N·dobka m· teflonov˝ r·m

a sklenÏnÈ dno, aby bylo moûno optick˝mi prost¯edky snÌmat
vnÏjöÌ  obrysy vzorku, seshora je kryta sklenÏnou deskou,
jejÌmû ˙kolem je snÌûit rychlost odpa¯ov·nÌ kapaliny. To je
v˝znamnÈ p¯edevöÌm u smÏsÌ, jejichû sloûky majÌ rozdÌlnou
tenzi par.

Vzorek, jehoû tvar je patrn˝ z obr. 3, je do kyvety p¯Ìstroje
vkl·d·n v dr·tÏnÈ m¯Ìûce, kter· dovoluje roztahov·nÌ mÏ¯enÈ
fÛlie ve vöech smÏrech, ale br·nÌ jejÌmu kroucenÌ, k nÏmuû
doch·zÌ nerovnomÏrnou zmÏnou objemu v r˘zn˝ch Ë·stech
fÛlie, p¯edevöÌm na hornÌ a spodnÌ stranÏ. NerovnomÏrnÈ
botn·nÌ m˘ûe b˝t zp˘sobeno buÔ nehomogenitou vzorku nebo
r˘znou dobou kontaktu kapaliny s povrchem fÛlie, p¯iËemû se
rozdÌl okamûiku smoËenÌ r˘zn˝ch Ë·stÌ povrchu nemusÌ v˝-
raznÏ projevit v celkovÈ zmÏnÏ rozmÏru, ale m˘ûe zp˘sobit
kroucenÌ.

Vnit¯nÌ rozmÏry n·dobky jsou 80◊80 mm. Vzhledem k to-
mu, ûe Ë·st vnit¯nÌho prostoru zaujÌm· dr·tÏn· m¯Ìûka, mohou
b˝t nejvÏtöÌ rozmÏry vzorku po nabotn·nÌ p¯ibliûnÏ 75◊75 mm.
V˝chozÌ rozmÏry vzorku je pak nutno volit podle roztaûnosti
materi·lu ñ p¯i zkuöebnÌch mÏ¯enÌch byly poË·teËnÌ rozmÏry
50◊50 mm.

Pro zv˝öenÌ spolehlivosti snÌm·nÌ konce fÛlie optick˝m
Ëidlem se na okraje fÛlie p¯ipevÚuje lehk· znaËka z tenkÈho
plechu (tlouöùka 50 µm). Zp˘sob p¯ipevnÏnÌ je patrn˝ z obr. 4.
V p¯Ìpadech, kdy je fÛlie mÈnÏ pr˘hledn· nebo je rozdÌl indexu
lomu fÛlie a kapaliny v˝razn˝, je optickÈ Ëidlo schopno zjistit
okraj fÛlie p¯Ìmo. U pr˘hlednÈ fÛlie s indexem lomu blÌzk˝m
indexu lomu kapaliny jsou koncovÈ znaËky nezbytnÈ.

Okraj fÛlie se snÌm· optick˝m systÈmem s fototranzisto-
rem a svÏtelnou diodou (LED). LED je zdrojem svÏtla a p¯e-
ruöenÌ paprsku mezi LED a fototranzistorem indikuje okraj
vzorku (znaËky). NosiË fototranzistoru a LED ve tvaru leûa-
tÈho U se pohybuje po vodicÌch tyËÌch, p¯iËemû pohon zaji-
öùuje öroub poh·nÏn˝ krokov˝m motorkem. Stoup·nÌ öroubu
a ˙hlov˝ krok motorku urËujÌ v˝sledn˝ line·rnÌ krok, kter˝
ËinÌ 0,0125 mm. Tato hodnota je rozhodujÌcÌ pro p¯esnost
mÏ¯enÌ.

Krokov˝ motorek je ¯Ìzen jednoËipov˝m mikropoËÌtaËem.
Z·kladnÌ poloha obou snÌmaË˘ je urËena koncov˝mi kontakty.
Ze z·kladnÌ polohy se oba snÌmaËe postupnÏ pohybujÌ nap¯ÌË
n·dobkou. Nejprve se pohybuje snÌmaË v jednom smÏru; kdyû

Obr. 1. BlokovÈ schÈma mÏ¯icÌho ¯etÏzce; 1 ñ kyveta (vnit¯nÌ rozmÏry 80◊80 mm), 2 ñ krokovÈ motorky, 3 ñ fotosnÌmaËe, 4 ñ vodicÌ tyËe,
5 ñ r·m kyvety, 6 ñ ¯ÌzenÌ krokov˝ch motork˘, 7 ñ sign·l z fotosnÌmaË˘, 8 ñ ¯ÌdicÌ obvod s jednoËipov˝m mikropoËÌtaËem, 9 ñ rozmÏrovÈ ˙daje
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zajede do krajnÌ polohy, uvolnÌ dr·hu pro pohyb druhÈho
snÌmaËe v kolmÈm smÏru. Rychlost pohybu je 2 mm.s-1, takûe
p¯ejetÌ celÈho mÏ¯icÌho pole jednÌm snÌmaËem trv· 78 s a cel-
kov· doba jednoho cyklu mÏ¯enÌ je 157 s.

JednoËipov˝ mikropoËÌtaË zaznamen·v· po¯adovÈ ËÌslo
kroku, ve kterÈm se zmÏnilo osvÏtlenÌ fototranzistoru a p¯Ì-

sluön˝ ˙daj p¯epoËten˝ na dÈlkovÈ jednotky vysÌl· jako sÈ-
riov˝ sign·l v normÏ RS232 k dalöÌmu zpracov·nÌ v osob-
nÌm poËÌtaËi. Pro v˝slednÈ vyhodnocenÌ je d˘leûit˝ rozdÌl
mezi nejvzd·lenÏjöÌmi okraji fÛlie, resp. koncov˝ch znaËek
na fÛlii. P¯Ìpadn˝ mal˝ posuv fÛlie nem· na v˝sledek mÏ¯enÌ
vliv.

P¯Ìstroj je t¯eba umÌstit na vodorovnou podloûku. Hladina
kapaliny v n·dobce musÌ b˝t rovnobÏûn· s hranami mÏ¯icÌ
cely. MÌrn˝ sklon aparatury (do 2∞) vöak neovlivÚuje v˝sledky
mÏ¯enÌ. MÏ¯enÌ je prov·dÏno p¯i teplotÏ mÌstnosti nebo ve
vzduönÈm termostatu.

Z k u ö e b n Ì m Ï ¯ e n Ì

Postup mÏ¯enÌ: Vzorek fÛlie opat¯en˝ koncov˝mi znaË-
kami se v dr·tÏnÈ m¯Ìûce vloûÌ do suchÈ mÏ¯icÌ n·dobky, zapne
se mÏ¯icÌ systÈm a asi 5 minut jsou zaznamen·v·ny rozmÏry
suchÈho vzorku. PotÈ je mÏ¯icÌ cela naplnÏna kapalinou a mÏ-
¯enÌ probÌh· aû do ust·lenÌ sign·lu.

Protoûe p¯Ìstroj umoûÚuje mÏ¯it rozmÏry ve dvou na-
vz·jem kolm˝ch smÏrech, mohou mÏ¯enÌ na vzorcÌch vy¯Ìz-
nut˝ch z fÛlie postupnÏ v r˘zn˝ch smÏrech poskytnout infor-
mace o p¯ÌpadnÈ anizotropii materi·lu.

Jako typicky anizotropnÌ materi·l byl zvolen nÌzkohustot-
nÌ polyethylen (hustota 0,919 g.cm-3) ve tvaru fÛlie o tlouöùce
0,1 mm.

IzotropnÌ chov·nÌ (obr. 6) vykazovaly fÛlie p¯ipravenÈ
z impranilu DLH (40 % vodn· disperze anionaktivnÌho alifa-
tickÈho polyesterurethanu ñ fa Bayer AG) litÌm na sklenÏnou
desku. FÛlie mÏla tlouöùku 0,225 mm, hustotu 1,1227 g.cm-3.

V˝sledky mÏ¯enÌ roztaûnosti, vyj·d¯enÈ relativnÌm pro-
dlouûenÌm, ∆lrel = (lo ñ l)/lo, jsou pro systÈm polyethylen v bi-
n·rnÌch smÏsÌch toluen + 1ñbutanol uvedeny na obr. 5, pro
systÈm Impranil v bin·rnÌch smÏsÌch toluen + cyklohexan
na obr. 6. V obou p¯Ìpadech je uk·z·na Ëasov· z·vislost rela-
tivnÌho prodlouûenÌ i  z·vislost relativnÌho prodlouûenÌ  na
sloûenÌ kapaliny, v nÌû vzorek botn·, vyj·d¯enÈm mol·rnÌm
zlomkem.

P¯i zkuöebnÌch mÏ¯enÌch byla zjiötÏna reprodukovatelnost
stanovenÌ zmÏny line·rnÌch rozmÏr˘ 0,04 mm.

Obr. 2. ÿez mÏ¯icÌ kyvetou a snÌmacÌm systÈmem; 1 ñ pohybov˝ öroub, 2 ñ vodicÌ tyËe, 3 ñ fotosnÌmaË, 4 ñ sklenÏnÈ vÌko, 5 ñ teflonov˝ r·m
kyvety, 6 ñ mÏ¯en· fÛlie, 7 ñ sklenÏnÈ dno, 8 ñ svÏteln· dioda
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Obr. 3. Vzorek fÛlie umÌstÏn˝ v dr·tÏnÈ klÌcce; 1 ñ vzorek fÛlie, 2 ñ
koncov· znaËka, 3 ñ dr·tÏn· m¯Ìûka, X ñ smÏr po obvodu ruk·vu
polyethylenovÈ fÛlie, Y ñ smÏr osy ruk·vu polyethylenovÈ fÛlie (smÏr
vyfukov·nÌ)

Obr. 4. UpevnÏnÌ znaËky na vzorek fÛlie; A ñ znaËka ñ Ëtvercov˝
plÌöek 10◊10 mm (vlevo p¯ed upevnÏnÌm na rameno vzorku, vpravo
p¯ipevnÏn· na vzorku), B ñ koncov· Ë·st jednoho ramene vzorku fÛlie,
jehoû tvar je uk·z·n na obr. 3. ZnaËka se nast¯ihne do hloubky 5 mm.
DÌly 2 a 3 se ohnou kolmo k dÌl˘m 1 a provlÈknou otvorem, na¯Ìz-
nut˝m v rameni vzorku ve vzd·lenosti 5 mm od konce. DÌl 3 se pak
ohne ve smÏru öipky, dÌly 2 smÏrem opaËn˝m

Y

X

3

1

2

B A

1 13

3

2

2

1

Chem. Listy 94, 397 ñ 400 (2000) LaboratornÌ p¯Ìstroje a postupy

398



Z ˙daj˘ o zmÏn·ch line·rnÌch rozmÏr˘ lze zÌskat za urËi-
t˝ch p¯edpoklad˘ informace o objemovÈm botn·nÌ. P¯i testo-
v·nÌ p¯Ìstroje byl vypoËten objemov˝ stupeÚ nabotn·nÌ (QV =
∆V/Vo, kde ∆V = ∆X.∆Y.∆Z je zmÏna objemu vzorku, Vo objem
suchÈho vzorku) pro Impranil za p¯edpokladu, ûe zmÏna t¯e-
tÌho rozmÏru ∆Z je stejn· jako zmÏna v mÏ¯en˝ch smÏrech X
a Y. Pro polyethylen byla mikrometrick˝m öroubem zmÏ¯ena
tlouöùka vrstvy 10 fÛliÌ p¯ed a po nabotn·nÌ v kapalinÏ.

Protoûe v literatu¯e nebyla nalezena podobn· data, bylo
botn·nÌ obou polymer˘ pro porovn·nÌ mÏ¯eno takÈ metodou
v·ûenÌ a metodou mÏ¯enÌ ˙bytku kapaliny.

Metoda v·ûenÌ. P¯i obvyklÈm postupu pouûÌvanÈm v che-
mii polymer˘ je zv·ûen nejprve such˝ polymer a pak, po
vyjmutÌ z kapaliny a osuöenÌ, polymer nabotnal˝. Reproduko-
vatelnost tohoto zp˘sobu mÏ¯enÌ je vöak u tenk˝ch fÛliÌ nedo-
stateËn·; proto byl vypracov·n tento postup v·ûenÌ: do v·-
ûenky, jejÌû dno i vnit¯nÌ stÏny byly vyloûeny filtraËnÌm pa-
pÌrem, byl po vyjmutÌ z kapaliny umÌstÏn kruhov˝ vzorek
nabotnalÈ fÛlie tak, aby se filtraËnÌho papÌru dot˝kal pouze
hranami. Asi po jednÈ hodinÏ, kdy papÌr ods·l p¯ebyteËnou
kapalinu (tato doba byla zjiötÏna opakovan˝mi pokusy), byla
v·ûenka s fÛliÌ zv·ûena, pak byla fÛlie rychle vyjmuta a uzav-
¯en· v·ûenka se zbyl˝m obsahem znovu zv·ûena. Tento zp˘-
sob umoûnil stanovit mnoûstvÌ sorbovanÈ kapaliny nap¯.
u systÈmu polyethylen + toluen (systÈm s mal˝m stupnÏm
nabotn·nÌ) se st¯ednÌ odchylkou 3 %.

Objem kapaliny pohlcenÈ polymerem byl mÏ¯en Dogatki-
nov˝m p¯Ìstojem1,5. NamÏ¯enÈ hodnoty bylo p¯i mÏ¯enÌ impra-
nilov˝ch fÛliÌ nutno korigovat na mnoûstvÌ kapaliny ulpÌvajÌcÌ
v hornÌch partiÌch p¯Ìstroje. U polymer˘ s velk˝m stupnÏm
nabotn·nÌ je toto mnoûstvÌ proti objemu pohlcenÈ kapaliny
zanedbatelnÈ. Pro polyethylenovÈ fÛlie nebyl tento zp˘sob
pouûiteln˝, neboù slepÈ pokusy uk·zaly, ûe korekce by byla
o ¯·d vÏtöÌ neû ˙bytek kapaliny, zp˘soben˝ sorpcÌ4.

Aby bylo moûno porovnat hodnoty namÏ¯enÈ r˘zn˝mi
metodami, byl QV, zÌskan˝ ze zmÏny line·rnÌch rozmÏr˘,
p¯epoËten na hmotnostnÌ stupeÚ nabotn·nÌ:

Qm =

kde ∆m je zmÏna hmotnosti vzorku v d˘sledku sorpce kapa-
liny, mo poË·teËnÌ hmotnost suchÈho vzorku, ρλ hustota kapa-
liny, ρo hustota suchÈho polymeru. Tento p¯epoËet je moû-
n˝ pouze tehdy, je-li splnÏn p¯edpoklad aditivity objem˘.
Pro systÈm Impranil + toluen se maxim·lnÌ stupeÚ nabotn·-
nÌ zjiötÏn˝ ze zmÏny rozmÏr˘ liöil od Qm zÌskanÈho v·ûenÌm
o +1,5 %, od Qm zjiötÏnÈho mÏ¯enÌm objemu pohlcenÈ kapa-
liny o ñ3 %. U systÈmu polyethylen + toluen Ëinil rozdÌl
mezi hodnotami Qm ze zmÏny rozmÏr˘ a v·ûenÌm ñ6 %.

Z·vÏr

P¯Ìstroj je vhodn˝ ke sledov·nÌ botn·nÌ polymer˘ ve tvaru
tenk˝ch fÛliÌ, zvl·ötÏ pro anizotropnÌ materi·ly. ⁄daje o zmÏ-
n·ch line·rnÌch rozmÏr˘ mohou b˝t za urËit˝ch p¯edpoklad˘
vyuûity k v˝poËtu objemovÈho stupnÏ nabotn·nÌ. Ze z·znamu
lze takÈ zÌskat informace o kinetice botn·nÌ. Reprodukovatel-

∆ ∆m
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= .

.

ρ
ρ

λ

Obr. 5. V˝sledky mÏ¯enÌ roztaûnosti polyethylenu v bin·rnÌch
smÏsÌch toluen + 1-butanol; naho¯e: z·vislost relativnÌho prodlouûe-
nÌ ∆lrel na dobÏ trv·nÌ experimentu τ (min), dole: z·vislost relativnÌho
prodlouûenÌ ∆lrel na sloûenÌ kapalnÈ smÏsi, udanÈ mol·rnÌm zlomkem
cyklohexanu (xC), ¡ smÏr X, smÏr Y
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nost mÏ¯enÌ zmÏny line·rnÌch rozmÏr˘ je 0,04 mm, minim·lnÌ
chyba mÏ¯enÌ je 0,01 mm.
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T. Bartovsk˝a and L. Bartovsk·b (aInstitute of Physics
and Measuring Techniques, bDepartment of Physical Che-
mistry, Prague Institute of Chemical Technology): An Appa-
ratus for Continuous Measurement of Polymeric Foil Ex-
pansion in Liquids

In the framework of the study of sorption properties of
polymers used in membrane separation processes, an appa-
ratus was designed for continuous measurements of polymer
expansion. The apparatus was tested by measuring expansion
of isotropic and anisotropic materials in aromatic, linear ali-
phatic, and alicyclic hydrocarbons, in alcohols, and in hydro-
carbon and hydrocarbon ñ alcohol mixtures.

Obr. 6. V˝sledky mÏ¯enÌ roztaûnosti Impranilu DLH v bin·rnÌch kapaln˝ch smÏsÌch toluen + cyklohexan; vlevo: z·vislost relativnÌho
prodlouûenÌ ∆lrel na dobÏ trv·nÌ experimentu τ (min), vpravo: z·vislost relativnÌho prodlouûenÌ ∆lrel na sloûenÌ kapalnÈ smÏsi, udanÈ mol·rnÌm
zlomkem toluenu (xT), ¡ smÏr X, smÏr Y
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POUéITÕ VOLTAMETRICK›CH METOD
KE SLEDOV¡NÕ OBSAHU OLOVA V ORGANISMU
PÿI RŸZN›CH ZPŸSOBECH INTOXIKACE

TOM¡ä NAVR¡TILa, ZDE“KA DLASKOV¡b,
DANA PELCLOV¡b a LADISLAV NOVOTN›a

aUNESCO Trace Element Satellite Center, ⁄stav fyzik·lnÌ
chemie J. HeyrovskÈho, Akademie vÏd »eskÈ republiky, Do-
lejökova 3, 182 23 Praha 8, e-mail: Navratil@jh-inst.cas.cz,
bToxikologick· laborato¯, Klinika nemocÌ z povol·nÌ, 1. lÈka¯-
sk· fakulta, Univerzita Karlova, , Na Bojiöti 3, 128 00 Praha 2

Doölo dne 21.I. 1999

KlÌËov· slova: voltametrie,; intoxikace olovem, anal˝za moËi,
krve a stolice, kys. δ-aminolevulov·, porfyriny;

⁄vod

V souËasnÈ lÈka¯skÈ praxi je otrava olovem obvykle pro-
kazov·na chemickou cestou1 mÏ¯enÌm koncentrace olovna-
t˝ch iont˘ v krvi a v moËi, p¯ÌpadnÏ ve stolici (povÏtöinou
atomovou absorpËnÌ voltametriÌ (AAS)), stanovov·nÌm kyse-
liny δ-aminolevulovÈ (ALA) (UV/VIS spektrometriÌ) v moËi
a porfyrin˘ (UV/VIS spektrometriÌ) v moËi. Stav intoxikace
pacienta se charakterizuje pomocÌ vöech tÏchto indik·tor˘
souËasnÏ.

Prov·dÏnÌ vöech uveden˝ch anal˝z podle p¯edepsan˝ch
postup˘2,3 je znaËnÏ ËasovÏ i instrument·lnÏ n·roËnÈ. UrËitÈ
zjednoduöenÌ p¯edstavuje volametrickÈ stanovenÌ olova navr-
ûenÈ v pr·ci5. V p¯edkl·danÈ pr·ci byla pouûitelnost tÈto
metody ovÏ¯ena p¯i r˘zn˝ch zp˘sobech intoxikace

Experiment·lnÌ Ë·st

Pro voltametrick· mÏ¯enÌ byl pouûit jednak polarografick˝
analyz·tor PA-3 se statickou rtuùovou elektrodou SMDE-1
v reûimu visÌcÌ rtuùovÈ kapkovÈ elektrody HMDE (vs. refe-
rentnÌ nasycen· argentochloridov· a pomocn· platinov· elek-
troda), ve spojenÌ se zapisovaËem XY 4105 (vöe LaboratornÌ
p¯Ìstroje, Praha), jednak poËÌtaËem ¯Ìzen˝ Eco-Tribo Polaro-
graf (Polaro-Sensors, spol. s r. o., Praha)4.

PracovnÌ metodou byla diferenËnÌ pulsnÌ anodick· roz-
pouötÏcÌ voltametrie v reûimu Ñfast scanì. Pro odstranÏnÌ
vzduönÈho kyslÌku slouûilo vybubl·nÌ dusÌkem.

P¯i fotometrick˝ch stanovenÌch byl uûit spektrofotometr
Spekol 11 (Carl Zeiss Jena). Mineralizace odebran˝ch vzork˘
byla prov·dÏna za pomoci topnÈho hnÌzda a vodnÌ l·znÏ.

P¯i urËov·nÌ, zda mezi n·hodn˝mi experiment·lnÏ urËo-
van˝mi promÏnn˝mi je nÏjak· z·vislost, byla posuzov·na jejÌ
tÏsnost pomocÌ tzv. korelaËnÌho koeficientu ρ resp. jeho od-
hadu r (cit5-7). Ten charakterizuje tÏsnost z·vislosti dvou n·-
hodn˝ch veliËin pro p¯Ìpad, ûe jde o z·vislost line·rnÌ. Jeho
v˝poËet a zp˘sob aplikace vËetnÏ ovÏ¯enÌ tzv. nulovÈ hypotÈ-
zy je podrobnÏ zpracov·n v cit.5

M i n e r a l i z a c e

TÏlnÌ vzorky (krev, moË i stolice) byly p¯ed anal˝zou
mineralizov·ny p¯edepsan˝m postupem1. KonkrÈtnÌ postup
vËetnÏ homogenizace byl pops·n hlavnÏ v cit.1,2,8. V naöem
p¯ÌpadÏ byl p¯i mineralizaci krve, moËi i stolice pouûit postup
popsan˝ v naöem sdÏlenÌ5.

V o l t a m e t r i c k È s t a n o v e n Ì o l o v n a t ˝ c h
i o n t ˘

10 ml mineraliz·tu bylo p¯evedeno do voltametrickÈ n·do-
byaokyseleno0,1mlkoncentrovanÈHCl.MÏ¯enÌbyloprov·dÏno
metodoukatodickÈdiferenËnÌpulsnÌvoltametrienavisicÌ rtuùovÈ
kapkovÈ elektrodÏ v dvouelektrodovÈm zapojenÌ s poË·teË-
nÌm potenci·lem Ein = ñ200 mV a koneËn˝m Efin = ñ500 mV
vs. nasycen· kalomelov· elektroda SKE, rychlostÌ polarizace
20 mV.s-1. PÌk olova byl registrov·n u ñ375 mV vs. SKE. P¯i
vyhodnocenÌ voltametrick˝ch mÏ¯enÌ byla pouûita metoda
standardnÌho p¯Ìdavku. KaûdÈ mÏ¯enÌ bylo t¯ikr·t opakov·no.

S t a n o v e n Ì p o r f y r i n ˘ a k y s e l i n y
δ - a m i n o l e v u l o v È

StanovenÌ moËi a kyseliny δ-aminolevulovÈ bylo prov·-
dÏno spektrofotometricky podle postup˘ popsan˝ch v naöem
p¯edchozÌm sdÏlenÌ5.

C h a r a k t e r i s t i k a s l e d o v a n ˝ c h o s o b

a) Peror·lnÌ otrava

Pacientka (17 let, v·ha 51 kg, v˝öka 163 cm) ˙myslnÏ
poûila vÏtöÌ mnoûstvÌ (cca 700 ks) olovÏn˝ch diabolek, s cÌlem
omezit chuù k jÌdlu (peror·lnÌ otrava).

b) Otrava s kombinovanou cestou vstupu

Pacient (32 let, v·ha 89 kg, v˝öka 182 cm) byl zamÏstn·n
p¯i mont·ûi licÌch automat˘ na olovo. Na jeho pracoviöti byly
mÏ¯eny soustavnÏ vyööÌ hladiny koncentrace olova ovzduöÌ
(5 aû 25kr·t), neû p¯ipouötÌ norma coû bylo p¯ÌËinou chronickÈ
intoxikace olovem.

c) InhalaËnÌ otrava

Pacient (38 let, v·ha 84 kg, v˝öka 172 cm) byl zamÏstn·n
jako taviË olova u öachtovÈ pece. Na jeho pracoviöti byly
soustavnÏ zjiöùov·ny (3 aû 85kr·t) vyööÌ hodnoty hladiny olova
v ovzduöÌ, neû p¯ipouötÌ norma. P¯ÌËinou hospitalizace byla
profesion·lnÌ intoxikace olovem.

V˝sledky a diskuse

V ˝ s l e d k y s t a n o v e n Ì i n d i k · t o r ˘ o t r a v y

P¯i stanovenÌ olova v moËi byla standardnÌ relativnÌ od-
chylka samotnÈho mÏ¯enÌ pod 1 %. Reprodukovatelnost z·-
znam˘ byla lepöÌ neû ±1 %. MezilaboratornÌ reprodukovatel-
nost stanovenÌ se pohybovala v rozmezÌ ±15 %. ObdobnÈ
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hodnoty reprodukovatelnosti i mezilaboratornÌ reprodukova-
telnosti byly dosaûeny i p¯i stanovenÌ ostatnÌch sledovan˝ch
indik·tor˘ otravy.

Vyhodnocov·na byla stanovenÌ jak absolutnÌho mnoûstvÌ
v˝öe uveden˝ch l·tek vylouËen˝ch z tÏla za jeden den (kyse-
liny δ-aminolevulovÈ, semikvantitativnÌch porfyrin˘, olova
v moËi a v krvi) (viz nap¯. obr. 1), tak jejich koncentrace v krvi
a v moËi (kyseliny δ-aminolevulovÈ, olova v moËi, v krvi a ve
stolici) (viz nap¯. obr. 2). Pokud byl odbÏr prov·dÏn vÌcekr·t
za den, byl proveden u absolutnÌch mnoûstvÌ souËet a u kon-
centracÌ v˝poËet v·ûenÈho pr˘mÏru.

Vzhledem k tomu, ûe u pacientky s peror·lnÌ otravou bylo
p¯ibliûnÏ zn·mo, jakÈ mnoûstvÌ olovÏn˝ch brok˘ poz¯ela, bylo
voltametricky sledov·no i celkovÈ mnoûstvÌ vylouËenÈho olo-
va v moËi (obr. 3).

Optimalizace poËtu a druhu mÏ¯enÌ

Pro optimalizaci mÏ¯enÌ byly korelov·ny koncentraËnÌ
v˝sledky i absolutnÌ mnoûstvÌ vylouËen˝ch l·tek n·sledovnÏ:
1. Bez pouûitÌ antidot: a) V˝sledek ze dne d vs. v˝sledek ze

dne d; b) v˝sledek ze dne d vs. v˝sledek ze dne d + 1; c)
V˝sledek ze dne d vs. v˝sledek ze dne d ñ 1;

2. P¯i uûitÌ antidot: a) V˝sledek ze dne d vs. v˝sledek ze dne
d; b) V˝sledek ze dne d vs. v˝sledek ze dne d + 1; c)
V˝sledek ze dne d vs. v˝sledek ze dne d ñ 1; d) V˝sledek
ze dne d + 1 vs. v˝sledek ze dne d + 1.
CÌlem porovn·nÌ bylo zjiötÏnÌ p¯Ìpadn˝ch Ëasov˝ch sou-

vislostÌ mezi analyzovan˝mi sloûkami v pr˘bÏhu metabolic-
k˝ch proces˘.

Z literatury je zn·mo, ûe dosahovanÈ korelace jsou ze
statistickÈho pohledu, velmi nÌzkÈ. Nap¯. podle cit.9 u sledo-
van˝ch pracovnÌk˘ exponovan˝ch olovu po delöÌ dobu byly
zjiötÏny korelaËnÌ koeficienty mezi v˝sledky jednotliv˝ch sta-
novenÌ max. 0,8, bÏûnÏ vöak kolem 0,3ñ0,5.

S r o v n · n Ì v ˝ s l e d k ˘ j e d n o t l i v ˝ c h t y p ˘
o t r a v

Kombinovan· cesta vstupu

ZmÌnÏn˝ pacient nebyl lÈËen antidoty. V˝bÏrovÈ p·rovÈ
korelaËnÌ koeficienty dosahovaly pouze relativnÏ nÌzk˝ch
hodnot (nejvyööÌ r u absolutnÌch mnoûstvÌ nedosahovalo ani
0,3 a u koncentraËnÌch mnoûstvÌ 0,4), coû vöak odpovÌd·
poznatk˘m dle cit.9 Tyto v˝sledky neodpovÌdajÌ oËek·vanÈ
profesion·lnÌ otravÏ, ale naznaËujÌ, ûe ke vstupu kovu do tÏla
doölo vÌce cestami.

InhalaËnÌ otrava

TakÈ tento pacient nebyl lÈËen antidoty. Korelace mezi
v˝sledky stanovenÌ absolutnÌho mnoûstvÌ δ-aminolevulovÈ
kyseliny a semikvantitativnÏ stanovovan˝ch porfyrin˘ z jed-
noho dne hospitalizace d dosahovaly hodnot pouze okolo r =
0,56, avöak korelace v˝sledk˘ ze dne hospitalizace d s v˝sled-
ky ze dne hospitalizace d ñ 1 (resp. d + 1) tÏchto l·tek jiû
dosahovala r = 0,92 aû 0,98. Korelace mezi koncentracemi
tÏchto l·tek ze stejn˝ch dn˘ byly o nÏco niûöÌ, avöak p¯esto
dos·hly v˝znamn˝ch hodnot (r = 0,88ñ0,89).

Z·roveÚ doölo ke zv˝raznÏnÌ korelacÌ mezi koncentracÌ
δ-aminolevulovÈ kyseliny a olova v moËi (z cca r = ñ0,02 na
ñ0,55).

Peror·lnÌ otrava

Korelace absolutnÌch mnoûstvÌ sledovan˝ch l·tek ve dnech
bez pod·v·nÌ antidot byly porovn·ny s obdobn˝mi hodnotami
p¯i jejich aplikaci; dos·hly hodnoty aû r = 0,69 (absolutnÌ

Obr. 1. AbsolutnÌ mnoûstvÌ olova v moËi pacientky s peror·lnÌ
otravou bÏhem lÈËby

Obr. 2. Koncentrace semikvantitativnÏ stanovovan˝ch porfyrin˘
cpb (mg.l-1)v moËi pacientky s peror·lnÌ otravou bÏhem lÈËby

Obr. 3. Celkov· suma vyluËovanÈho olova v moËi bÏhem lÈËby
pacientky s peror·lnÌ otravou; öipky oznaËujÌ pouûitÌ Antidot: ChX
ñ Chelintox a ChM ñ Chemet
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mnoûstvÌ kyseliny δ-aminolevulovÈ vs. absolutnÌ mnoûstvÌ
semikvantitativnÏ stanovovan˝ch porfyrin˘). P¯i korelov·nÌ
absolutnÌch mnoûstvÌ vylouËen˝ch indik·tor˘ otravy v jednot-
liv˝ch dnech lÈËby, kdy byla pod·v·na antidota, se dnem
n·sledujÌcÌm byly hodnoty r nev˝znamnÈ (r < 0,30).

Srovn·nÌ korelacÌ koncentraËnÌch hodnot ze vöech dn˘
hospitalizace p¯i pod·v·nÌ antidot vyk·zala nejvyööÌ korelaci
dvojice: koncentrace δ-aminolevulovÈ kyseliny vs. semikvan-
titativnÏ stanovovanÈ porfyriny (r = 0,74), obdobnÏ jako kon-
centrace semikvantitativnÏ stanovovan˝ch porfyrin˘ vs. kon-
centrace olova v krvi (r = ñ0,68). Korelace s koncentracÌ olova
v moËi byla ponÏkud niûöÌ (r = 0,55).

Pokud byly korelov·ny jen koncentrace analyt˘ ve dnech
pod·nÌ antidot, byly obdrûeny absolutnÏ nejvyööÌ korelace (r =
ñ0,54) u dvojice olovo v moËi vs. olovo v krvi, (i kdyû ze
statistickÈho hlediska m·lo v˝znamnÈ); u tÈto dvojice doölo
k podstatnÈmu zv˝öenÌ oproti dn˘m bez pod·nÌ antidot (r =
ñ0,03).

ObecnÏ lze konstatovat, ûe v˝bÏrovÈ p·rovÈ korelaËnÌ
koeficienty poch·zejÌcÌ z korelacÌ dn˘ n·sledujÌcÌch po dnech
pod·nÌ antidot byly vyööÌ, i kdyû nedosahovaly obdobn˝ch
hodnot ze stejn˝ch dn˘ odbÏru.

OstatnÌ korelace koncentraËnÌch hodnot i absolutnÌch mnoû-
stvÌ byly zanedbatelnÈ.

P¯Ìpad peror·lnÌ otravy se jevil vhodn˝m pro provedenÌ
srovn·nÌ jednotliv˝ch ukazatel˘ otravy, neboù bylo moûno
p¯edpokl·dat, ûe pro relativnÏ nÌzk˝ vÏk pacientky (17 let)
a pobyt v ûivotnÌm prost¯edÌ zneËiötÏnÈm olovem pod hygie-
nick˝mi normami, byl jejÌ organismus p¯ed otravou zatÌûen
pouze bÏûn˝m pozadÌm sledovanÈho olova. Nebylo zn·mo, ûe
by d¯Ìve pacientka trpÏla chorobou, kter· by mohla v˝sledky
stanovovan˝ch sloûek zkreslit. Korelace byly relativnÏ nÌzkÈ,
neboù organismus z Ë·sti teprve vytv·¯el depozitum olova.

Z·vÏr

Proveden· mÏ¯enÌ plnÏ prok·zala, ûe voltametrie je z hle-
diska ËasovÈ a investiËnÌ n·roËnosti i p¯esnosti vhodnou me-
todou pro urËov·nÌ vöech typ˘ otravy organismu olovem. Po
provedenÈ mineralizaci vzork˘, kter· je stejn· jako p¯i uûitÌ
AAS, lze voltametrickÈ metody, p¯edevöÌm pak DPV, apliko-
vat ke stanovenÌ koncentrace (resp. absolutnÌho mnoûstvÌ)
olova v krvi, v moËi i ve stolici.

D·le byl proveden pokus o optimalizaci poËtu a druhu
prov·dÏn˝ch stanovenÌ prost¯ednictvÌm v˝poËt˘ v˝bÏrov˝ch
p·rov˝ch korelaËnÌch koeficient˘ mezi jednotliv˝mi ukazateli
u vöech zp˘sob˘ otravy olovem. Bylo jiötÏno, ûe s dÈlkou doby
expozice olovu rostou i korelace mezi jednotliv˝mi indik·tory

otravy. U osob s delöÌ dobou expozice (a tÌm p·dem i s tzv.
vyööÌm depozitem) doch·zÌ po pod·nÌ antidot ke zv˝öenÈmu
vyluËov·nÌ indik·tor˘ otravy.

Z vypoËten˝ch v˝sledk˘ vyplynulo, ûe nejvyööÌ hodnoty
p·rov˝ch korelaËnÌch koeficient˘ byly nalezeny mezi koncen-
tracÌ, resp. absolutnÌm mnoûstvÌm kyseliny δ-aminolevulovÈ
a ostatnÌmi indik·tory. Pro potvrzenÌ tohoto z·vÏru bude vöak
t¯eba provÈst srovn·nÌ vÏtöÌho poËtu vzork˘ od r˘zn˝ch pa-
cient˘ p¯i r˘zn˝ch typech otrav.

Auto¯i dÏkujÌ za finanËnÌ podporu grantu GA »R reg. Ë.
203/98/P239.
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AZEOTROPICK› N¡STAVEC PRO ESTERIFIKACE
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Doölo dne 21.I.2000

KlÌËov· slova: azeotropick˝ n·stavec, esterifikace, molekulo-
vÈ sÌto

1. ⁄vod

AzeotropickÈ n·stavce se bÏûnÏ pouûÌvajÌ p¯i organick˝ch
preparacÌch1,2, p¯i kter˝ch se uvolÚuje reakËnÌ voda, nap¯. p¯i
esterifikacÌch, prov·dÏn˝ch v rozpouötÏdlech tvo¯ÌcÌch s vo-
dou azeotropickou  smÏs. NÏkdy  se vöak  st·v·, ûe vroucÌ
rozpouötÏdlo s sebou strh·v· mal· mnoûstvÌ nÏjakÈ l·tky,
nap¯. nÏkterÈ z reakËnÌch komponent, kter· m˘ûe p˘sobit jako
kompatibiliz·tor smÏsi organickÈ rozpouötÏdloñvoda, a mÌsto
ost¯e oddÏlen˝ch f·zÌ se v n·stavci tvo¯Ì emulze. V nÏkter˝ch
p¯Ìpadech se tento problÈm d· obejÌt tak, ûe p¯Ìmo do reakËnÌ
smÏsi vloûÌme aktivovanÈ molekulovÈ sÌto, kterÈ reakËnÌ vodu
v·ûe (v takovÈm p¯ÌpadÏ se lze obejÌt i bez n·stavce, pouze se
zpÏtn˝m chladiËem), ale tento postup nenÌ univerz·lnÌ a m˘ûe
mÌt za n·sledek nezanedbatelnÈ ztr·ty produktu. Podle uspo-
¯·d·nÌ navrûenÈho v tomto p¯ÌspÏvku je molekulovÈ sÌto umÌs-
tÏno tak, aby nep¯iölo do styku s reagujÌcÌ smÏsÌ.

2. TechnickÈ provedenÌ

V naöÌ laborato¯i se pro malÈ objemy reakËnÌ smÏsi a pro
rozpouötÏdla lehËÌ neû voda osvÏdËila n·sledujÌcÌ konstrukce
azeotropickÈho n·stavce, kter˝ kombinuje oddÏlov·nÌ vody
z azeotropu s jejÌm zachycov·nÌm v molekulovÈm sÌtu mimo
vlastnÌ reakËnÌ smÏs. Apar·t dovoluje i prov·dÏnÌ reakcÌ pod
inertnÌ atmosfÈrou. Jeho funkce je z¯ejm· z obr. 1: baÚka
s reakËnÌ smÏsÌ se umisùuje na z·brus a, do prostoru nad fritu
b se nasype aktivovanÈ molekulovÈ sÌto; z·brus c-1 m˘ûe
slouûit k p¯ipojenÌ teplomÏru nebo dÏlicÌ n·levky, z·brus c-2
pak k umÌstÏnÌ probubl·vaËky s vhodnou n·plnÌ pro kontrolu
pr˘chodu inertnÌho plynu, p¯iv·dÏnÈho trojcestn˝m kohoutem
d; trubice e nem· funkci kolony, n˝brû slouûÌ k vyvedenÌ par
nad ˙roveÚ molekulovÈho sÌta s co nejmenöÌmi tepeln˝mi
ztr·tami (evakuovan˝ pl·öù je v˝hodn˝, ale lze jej samoz¯ejmÏ
nahradit jinou izolacÌ); p·ry se po kondenzaci vodnÌm chla-
diËem f a zachycenÌ vody sÌtem vracejÌ zpÏt do baÚky sifonem
g; tlakov˝ gradient, kter˝ vûdy vznik· mezi prostorem nad
sÌtem a pod fritou b, je nutnÈ vyrovn·vat trubicÌ h. (Frita b
m˘ûe nÏkdy Ñrozr·ûetì eventu·lnÌ stÈkajÌcÌ emulzi, takûe se
lze v nÏkter˝ch p¯Ìpadech obejÌt bez molekulovÈho sÌta a vzni-
kajÌcÌ vodu oddÏlit kohoutem i.)

3. P¯Ìklady pouûitÌ

Uveden· aparatura byla s ˙spÏchem pouûita pro n·sledu-
jÌcÌ dvÏ esterifikace, vyûadujÌcÌ öetrnÈ podmÌnky: i) p¯Ìprava
6-sulfanylhexyl-3-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)propano·-
tu z kyseliny 3-(3,5-di-terc-butyl-4-hydroxyfenyl)propanovÈ
a 6-sulfanylhexan-1-olu, ii) p¯Ìprava 3-(3,5-di-terc-butyl-4-
-hydroxyfenyl)propyl-3-sulfanylpropano·tu z 3-(3,5-di-terc-
-butyl-4-hydroxyfenyl)propan-1-olu a kyseliny 3-sulfanylpro-
panovÈ. V obou p¯Ìpadech bylo pouûito molekulovÈ sÌto (typ
4A, 8◊12 mesh, Union Carbide) aktivovanÈ v proudu dusÌku
p¯i 300 ∞C, benzen jako rozpouötÏdlo a kyselina 4-methylben-
zen-1-sulfonov· jako katalyz·tor. (Thioly jsou vöeobecnÏ cit-
livÈ v˘Ëi vzduönÈmu kyslÌku, a proto byly obÏ esterifikace
prov·dÏny pod argonem.)

Obr. 1. Azeotropick˝ n·stavec: Vöechny z·brusy (a, c-1, c-2) jsou
NZ-14; b je vtaven· frita s velkou porozitou (S-0), d trojcestn˝ kohout
pro p¯Ìvod inertnÌho plynu, e evakuovan˝ izolaËnÌ pl·öù, f vodnÌ
chladiË, g sifon pro zpÏtn˝ tok rozpouötÏdla, h trubice pro vyrovn·v·nÌ
tlakovÈho rozdÌlu, i teflonov˝ kohout (nap¯. Rotaflo) pro event. vy-
pouötÏnÌ reakËnÌ vody, j otvor ve stonku
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RECENZE

M i r o s l a v R a a b :
Materi·ly a ËlovÏk
(NetradiËnÌ ˙vod do souËasnÈ materi·lovÈ vÏdy)
Encyklopedick˝ d˘m, Praha 1999. Stran 228; cena 290,ñ KË.

Materi·lov· vÏda je n·zev oboru v ËeötinÏ dosud m·lo
pouûÌvan˝, aËkoliv jde o v˝znamnou vÏdnÌ disciplinu, jeû se
v˝raznÏ konstituovala v druhÈ polovinÏ 20. stoletÌ jako Ñma-
terial scienceìa pat¯Ì k nejprogresivnÏjöÌm vÏdeck˝m a tech-
nick˝m obor˘m poslednÌ doby. Pod n·zvem nauka o materi·lu
byl tento obor u n·s jiû dlouho uzn·v·n a mÏl svou tradici
zejmÈna na vysok˝ch ökol·ch strojnÌho zamÏ¯enÌ. Pozn·nÌ
öiröÌch souvislostÌ, plynoucÌch z n·stupu nov˝ch typ˘ materi·-
l˘ (zejmÈna organick˝ch polymernÌch, nov˝ch materi·l˘ ke-
ramick˝ch aj.), zd˘raznilo pot¯ebu posÌlenÌ ucelenÈ discipliny
integrujÌcÌ poznatky fyziky, chemie a aplikovan˝ch vÏd pod
naho¯e uveden˝m n·zvem.

V ËeskÈ odbornÈ literatu¯e jiû delöÌ dobu z¯etelnÏ chybÏla
souborn· pr·ce, jeû by se zab˝vala vöemi typy materi·l˘
a uk·zala n·zornÏ, ûe materi·lov· vÏda je vyhranÏn˝m oborem
zasluhujÌcÌm zv˝öenou pozornost. Tuto mezeru vyplÚuje sym-
patick· kniha M. Raaba, jeû p¯in·öÌ ûiv˝m a poutav˝m zp˘so-
bem nejen dneönÌ odborn˝ pohled na materi·ly tradiËnÌ i mo-
dernÌ, ale uv·dÌ takÈ souvislosti s v˝vojem lidskÈ civilizace,
v nÌû materi·ly hr·ly od prad·vna v˝znamnou roli. Jestliûe lze
knihu oznaËit za popularizujÌcÌ, pak to neznamen· jejÌ nÌzkou
n·roËnost ani potlaËenÌ vÏdeck˝ch aspekt˘. Knihu ocenÌ ze-
jmÈna Ëten·¯i, usilujÌcÌ o ucelenou informovanost o trendech
vÏdy a techniky, a takÈ pracovnÌci materi·lov˝ch obor˘, jimû
uûöÌ odbornÈ zamÏ¯enÌ a specializovanÈ prost¯edÌ nÏkdy nesk˝-
t· mnoho podnÏt˘ k tomu, aby uvaûovali o zobecnÏnÌ speci·l-
nÌch poznatk˘ nebo o jejich umÌstÏnÌ do öiröÌho kontextu.

⁄vodnÌ stati knihy se zam˝ölejÌ nad historiÌ materi·l˘
a revoluËnÌmi zmÏnami v jejich v˝voji aû po dneöek, a takÈ
nad perspektivami dalöÌho v˝voje. Na tyto ˙vahy pak navazujÌ
kapitoly o  poznatcÌch, jeû tvo¯Ì z·klad  materi·lovÈ  vÏdy.
P¯edevöÌm jsou to ot·zky podstaty hmoty, l·tek a materi·l˘
z pohledu chemickÈ vazby a krystalovÈ struktury (vË. l·tek
amorfnÌch). Materi·l  je  zde definov·n  jako to, z Ëeho je
udÏl·no nÏco fyzickÈho (hmotnÈho) a uûiteËnÈho (str. 49), coû
je z˙ûen· definice bÏûnÈho vÌcev˝znamovÈho slova materi·l,
a tak je tento pojem ch·p·n v materi·lovÈ vÏdÏ. Snad by bylo
moûno tuto definici doplnit zd˘raznÏnÌm pevnÈ konzistence
a p¯evaûujÌcÌ fyzik·lnÌ funkce materi·l˘. Jak autor uv·dÌ, jeho
z·mÏrem bylo soust¯edit se hlavnÏ na materi·ly konstrukËnÌ,
a tomu odpovÌd· za¯azenÌ pomÏrnÏ rozs·hlÈ kapitoly o mecha-
nice materi·l˘ a mechanick˝ch vlastnostech, zatÌmco o jin˝ch
fyzik·lnÌch vlastnostech se pojedn·v· pozdÏji v souvislosti
s jednotliv˝mi typy materi·l˘ a jejich vyuûitÌm, Ëasto v sou-
vislosti s realizacÌ nov˝ch v˝robnÌch postup˘ nebo nov˝ch
fyzik·lnÌch objev˘. Autor vÏnuje pozornost takÈ materi·l˘m
kompozitnÌm, o nichû se pojedn·v· z pohledu dominujÌcÌch
mechanick˝ch vlastnostÌ, v souvislosti s typem jednotliv˝ch
f·zÌ kompozitu, aû po  tzv. nanokompozity, jeû jsou dnes
intenzivnÏ studov·ny.

DalöÌ kapitoly se zab˝vajÌ podrobnÏji jednotliv˝mi ty-
py materi·l˘, jeû jsou rozdÏleny obvykl˝m zp˘sobem na ma-
teri·ly kovovÈ, anorganickÈ nekovovÈ a organickÈ polymernÌ.
Tyto partie uv·dÏjÌ v p¯imÏ¯enÈ proporci historickÈ ˙daje
a meznÌky ve v˝voji materi·l˘, na nichû lze dob¯e demon-
strovat v˝voj n·zor˘ na strukturu a vztah k vlastnostem. Ve-
dle tradiËnÌch materi·l˘ jsou akcentov·ny progresivnÌ typy
a smÏry v˝voje (nap¯. kovov· skla, keramickÈ supravodiËe,
optick· vl·kna, kapalnÏ krystalickÈ polymery, hydrogely aj.).
ZejmÈna kapitola o polymernÌch materi·lech d·v· autoro-
vi p¯Ìleûitost uk·zat poutav˝m zp˘sobem sled objev˘, jeû
tento obor p¯ivedly k dneönÌ ˙rovni a k dneönÌmu v˝zna-
mu. Stati o anorganick˝ch materi·lech rovnÏû dob¯e vystihu-
jÌ podstatnÈ rysy a pestrost tÈto skupiny materi·l˘, i kdyû
obsahujÌ nÏkterÈ nep¯esnosti. To je dosti obvykl˝ ˙dÏl auto-
r˘, usilujÌcÌch o postiûenÌ öiröÌch souvislostÌ a obecnÏjöÌ in-
terpretace v oblastech, jeû jsou jejich aktivnÌmu p˘sobenÌ
vzd·lenÏjöÌ (t·û nesn·z postihuje ovöem i recenzenta takovÈ
pr·ce).

K nejzajÌmavÏjöÌm statÌm knihy n·leûÌ kapitola o p¯Ìrod-
nÌch materi·lech, jeû vûdy byly, a dosud jsou pro v˝jimeËnÈ
mechanickÈ vlastnosti inspiracÌ pro dalöÌ v˝voj materi·lov˝ch
obor˘ (d¯evo, kosti, ulity a lastury, pavouËÌ vl·kna aj.). Z·vÏ-
reËnÈ kapitoly pojedn·vajÌ o reologick˝ch aspektech materi·-
lovÈ vÏdy, o st·rnutÌ a ˙navÏ materi·l˘, kr·tce takÈ o jejich
korozi a degradaci. Materi·ly pro t¯etÌ tisÌciletÌ se budou patrnÏ
vyvÌjet zejmÈna ve smÏru materi·l˘ kompozitnÌch, biomime-
tick˝ch (napodobujÌcÌch p¯ÌrodnÌ materi·lovÈ principy) a tzv.
inteligentnÌch (chytr˝ch) materi·l˘ reagujÌcÌch zmÏnou vlast-
nostÌ na vnÏjöÌ podnÏty.

Z·vÏrem lze konstatovat, ûe materi·lov· vÏda se jako obor
p˘vodnÏ formovala na z·kladÏ p¯ev·ûnÏ fyzik·lnÌho pohledu,
kdy spoleËn˝m jmenovatelem materi·l˘, bez ohledu na che-
mickou podstatu, jsou fyzik·lnÌ vlastnosti mechanickÈ, optic-
kÈ, elektrickÈ aj., jeû urËujÌ funkci a pouûitÌ danÈho materi·lu.
V˝znam chemick˝ch p¯Ìstup˘ se projevil v plnÈ mÌ¯e s n·stu-
pem organick˝ch polymer˘, kde je zvl·öù z¯etelnÈ, ûe struktura
a v˝slednÈ vlastnosti  jsou  z·leûitostÌ chemick˝ch proces˘
p¯Ìpravy materi·l˘, coû platÌ ovöem i pro materi·ly anorganic-
kÈ, kovovÈ i nekovovÈ. V chemickÈm pohledu se vöak zv˝raz-
Úuje rozdÌl mezi hlavnÌmi skupinami materi·l˘ v tom smyslu,
ûe polymernÌ materi·ly navazujÌ hlavnÏ na makromolekul·rnÌ
chemii, zatÌmco anorganickÈ materi·ly vyuûÌvajÌ, vedle kla-
sickÈ anorganickÈ chemie, specifickÈ discipliny jako je che-
mie pevn˝ch l·tek, vysokoteplotnÌ chemie aj. Pojedn·nÌ o ma-
teri·lech v jednotÌcÌm pohledu fyziky a chemie je vöak v kaû-
dÈm p¯ÌpadÏ uûiteËnÈ a podnÏtnÈ.

Autorovi se poda¯ilo znamenit˝m zp˘sobem p¯iblÌûit ma-
teri·lovÈ obory öiröÌ odbornÈ ve¯ejnosti, Kniha si zaslouûÌ
v¯elÈ doporuËenÌ jak pro svoji vÏdeckou a odbornou hodnotu,
tak i pro zajÌmavÈ a ËtivÈ pod·nÌ. M˘ûe takÈ b˝t v˝znamnou
pom˘ckou p¯i rozhodov·nÌ absolvent˘ st¯ednÌch ökol i vyso-
koökol·k˘ o dalöÌm smÏru studia.

Jan Hlav·Ë
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OSOBNÕ  ZPR¡VY

K öedes·tin·m RNDr. V·clava Mach·Ëka, DrSc.

RNDr. Mach·Ëek, narozen˝ 28.6.1940, absolvoval VyööÌ
pr˘myslovou ökolu chemickou v MostÏ se zamÏ¯enÌm na
v˝robu paliv a ËiötÏnÌ odpadnÌch vod. Jiû p¯i studiu inklino-
val k p¯em˝ölivÈ pr·ci, proto ho vÌce zaujala analytick· a fy-
zik·lnÌ chemie neû technologickÈ p¯edn·öky. Po maturitÏ do-
stal umÌstÏnku do tehdejöÌch Stalinov˝ch z·vod˘. Zde ovöem
nevydrûel dlouho, protoûe ocelov· monstra na nÏj p˘sobila
depresivnÏ. P¯eöel do z·vodu Reagencie v Kralupech nad
Vltavou ñ laboratornÌ v˝roba a anal˝za Ëist˝ch chemik·liÌ.
Po ukonËenÌ vlasteneckÈ povinnosti v arm·dÏ z˘stal ve vo-
jenskÈm sportovnÌm oddÌle a nastoupil do vojensk˝ch labo-
rato¯Ì. Zde si ho vöimnul dr. MaliËk˝, b˝val˝ asistent prof.
TomÌËka, pro jeho preciznost a samostatnost v laboratornÌ pr·-
ci. Doslova ho dotlaËil k d·lkovÈmu studiu na jeho b˝valÈ
Ñalma materì ñ P¯F UK, se zamÏ¯enÌm na analytickou chemii.
Zde se poprvÈ setkal s takov˝mi veliËinami jako byli profeso¯i
Z˝ka, Suk, Doleûal, Mal·t a dalöÌ, kterÈ p¯edtÌm znal jen
z literatury. Studium ukonËil v roce 1969, tÈma jeho diplomo-
vÈ pr·ce bylo ÑKinetickÈ studium bromace organick˝ch sulfi-
d˘ pomocÌ coulometrie s biamperometrickou indikacÌì, pod
vedenÌm prof. Z˝ky a pak prof. Doleûala. BÏhem studia nav-
ötÏvoval i diskusnÌ krouûky toxikologickÈ a farmaceutickÈ
anal˝zy prof. äkramovskÈho. RigorÛznÌ pr·ci obh·jil v roce
1974 na tÈma ÑVyuûitÌ modernÌch metod v anal˝ze psycho-
tropnÌch l·tekì.  Sloûil  atestaci  z  farmaceutickÈ  anal˝zy  a
spolupracoval s Vojenskou technickou akademiÌ v BrnÏ a
Vojenskou lÈka¯skou fakultou v Hradci Kr·lovÈ. Pak mu ale
bylo jako nestranÌkovi znemoûnÏno pracovat d·le v tÈto ob-
lasti, a na doporuËenÌ prof. Z˝ky nastoupil do analytickÈ la-
borato¯e ve V˝zkumnÈm ˙stavu rostlinnÈ v˝roby (V⁄RV)
v Praze. V roce 1975ñ78 absolvoval postgradu·lnÌ studium
modernÌch analytick˝ch metod na VäCHT v Praze. Ve V⁄RV
se vÏnoval modernizaci a automatizaci laborato¯Ì pro sÈriovÈ
anal˝zy p˘d a rostlin. ZaËal ¯eöit p˘dnÌ dynamiku fosforu ve
vztahu k v˝ûivÏ rostlin. Byl inici·torem tuzemsk˝ch kruho-
v˝ch test˘ a zapojenÌ i do test˘ mezin·rodnÌch. Kandid·tskou
disertaËnÌ pr·ci obh·jil za necelÈ t¯i roky, v roce 1981, na P¯F
UK v Praze na tÈma ÑExtrakËnÏ spektrofotometrickÈ sta-
novenÌ fosforu v p˘dÏ, rostlin·ch a vodÏ pomocÌ tenzid˘ì
pod vedenÌm prof. Mal·ta. Tato pr·ce mÏla po publikaci v M-
icrochemical Journal velk˝ ohlas ve svÏtÏ (54 û·dostÌ o sepa-
r·t) a kromÏ pozv·nek na r˘znÈ konference dostal autor i po-
zv·nky na st·ûe. Bohuûel musel pozv·nÌ vûdy sluönÏ od-
¯eknoutÖ

Po roce 1989 zaËal jubilant pom˝ölet na doktorskou diser-
taci. Po ovÏ¯enÌ staröÌch v˝sledk˘ a zÌsk·nÌ nov˝ch teoretic-
k˝ch poznatk˘ zaËal v roce 1994 se sepisov·nÌm pr·ce na tÈma
ÑVyuûitÌ statick˝ch a kinetick˝ch metod pro stanovenÌ p¯Ì-
stupnÈho fosforu v p˘dÏì. V oboru ÑObecn· produkce rostlin-

n·ì obh·jil pr·ci v kvÏtnu 1997 a vÏdeckou radou »ZU v Praze
mu byla udÏlena vÏdeck· hodnost: Doktor zemÏdÏlsko-lesnic-
k˝ch vÏd.

RNDr. Mach·Ëek pracuje aktivnÏ i mimo svou vlastnÌ
vÏdeckou experiment·lnÌ Ëinnost. Od roku 1979 byl Ëlenem
Komise p˘dnÌ chemie a agrochemie p¯i »eskoslovenskÈ aka-
demii zemÏdÏlsk˝ch vÏd, od roku 1982 jako Ëlen p¯edsednic-
tva tÈto komise a z·roveÚ p¯edseda pracovnÌ skupiny ÑAnaly-
tickÈ metodyì, aû do jejÌho rozdÏlenÌ v roce 1993 na »AZV
a SAPV. Byl odborn˝m garantem 5 analytick˝ch semin·¯˘.
SouËasnÏ byl kooptov·n do Komise v˝ûivy rostlin odboru
rostlinnÈ v˝roby »AZV. Na mezin·rodnÌm poli byl od roku
1985 hlavnÌm ¯eöitelem za »SSR v mezin·rodnÌ komisi RVHP
pro studium p˘dnÌho fosforu, za coû mu bylo udÏleno i ËestnÈ
uzn·nÌ. V roce 1987 byl odborn˝m garantem mezin·rodnÌ
konference v Praze s tÌmto tematick˝m zamÏ¯enÌm. Je dopi-
sujÌcÌm Ëlenem svÏtovÈ organizace pro fosfor IMPHOS se
sÌdlem v Casablance a Ëlenem EvropskÈ agronomickÈ spoleË-
nosti. NynÌ je Ëlenem vÏdeckÈ rady pro v˝ûivu rostlin V⁄RV.
KromÏ dlouholetÈho ËlenstvÌ v »eskÈ spoleËnosti chemickÈ je
i Ëlenem »eskÈ pedologickÈ spoleËnosti. V souËasnosti pracu-
je ve funkci vedoucÌho OddÏlenÌ soustav hnojenÌ Odboru
v˝ûivy rostlin V⁄RV.

V˝sledky svÈ  vÏdeckÈ pr·ce  RNDr. Mach·Ëek, DrSc.
publikoval s·m nebo jako spoluautor ve 32 z·vÏreËn˝ch a dÌl-
ËÌch zpr·v·ch a ve 48 publikacÌch ve vÏdeckÈm a odbornÈm
tisku; 53 pracÌ je uvedeno ve sbornÌcÌch r˘zn˝ch mezin·rod-
nÌch a tuzemsk˝ch konferencÌ a semin·¯˘. Publikace mÏly
velk˝ ohlas ve svÏtÏ, coû potvrzuje p¯es 200 û·dostÌ o separ·ty,
nejvÌce z USA a z NÏmecka. Byla mu udÏlena t¯i ÑAutorsk·
osvÏdËenÌì na analytickÈ metody stanovenÌ p˘dnÌho fosforu
pomocÌ iontomÏniË˘ a jejich vyuûitÌ pro v˝ûivu rostlin. Jeho
pr·ce jsou uv·dÏny v p¯ehledn˝ch sbornÌcÌch jako Soil and
Fertilizers, Field Crop Abstract, Referativnyj éurnal, Revision
Bibliografia Metodes de Extraccion and Abano. PedagogickÈ
pr·ci se systematicky nevÏnoval, byl vöak konzultantem r˘z-
n˝ch pracÌ  na »ZU ñ Praha, MZLU ñ Brno a JihoËeskÈ
univerzitÏ ñ »eskÈ BudÏjovice.

SpolupracovnÌci RNDr. Mach·Ëka oceÚujÌ jeho vst¯Ìcnost,
otev¯enost, kolegialitu a dnes silnÏ opomÌjen˝ filozofick˝
nadhled nad Ñvöespasiteln˝mì materialistick˝m konzumnÌm
myölenÌm. St·le si zachov·v· sportovnÌ optimismus, a to nejen
na teoretickÈ ˙rovni, n˝brû i prakticky: proh·nÌ horskÈ kolo
a p¯i svÈ dobrÈ fyzickÈ kondici jezdÌ v kategorii veter·n˘
nÏkolik maratÛn˘ roËnÏ!

äirok· rozvÏtven· rodina rostlinn˝ch v˝ûiv·¯˘ a pedolog˘
mu ke ÑkulatÈmuì ûivotnÌmu jubileu srdeËnÏ gratuluje a p¯eje
mu do dalöÌch let neutuchajÌcÌ energii a aktivitu v pr·ci i v sou-
kromÌ. Aù Ti to, V·clave, jeötÏ dlouho dob¯e ölape!

Jaroslav Prugar
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