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z růstového media má také tu výhodu, že všechny bakterie 
rostou za shodných podmínek. Jelikož identická bakterie může 
poskytnout různá hmotnostní spektra v závislosti na různých 
podmínkách kultivace (teplota, doba růstu, použité medium), 
anebo může být ovlivněna použitými chemikáliemi, je nutné 
před samotnou analýzou zajistit standardizaci přípravy vzorku 
a  tím umožnit dobrou reprodukovatelnost. Pochopitelně je 
možné srovnávat jen spektra, která byla měřena stejným po-
stupem. Dnes existuje několik softwarových vybavení, která 
celé stanovení usnadňují, jako jsou MALDI Biotyper (Bruker 
Daltonics), Samaris (AngnosTec-Shimadzu) nebo MicrobeLynx 
(Waters). Tyto programy bohužel pracují na odlišných algorit-
mech, a proto není možné srovnávat spektra mezi databázemi. 
Všechny softwary tedy umožňují tvorbu vlastních knihoven 
spekter. Naše laboratoř využívá tuto metodu k identifikaci 
bakterií izolovaných z kontaminovaných zemin, identifikaci 
patogenních bakterií z potravinářských surovin. K analýze je 
využíván hmotnostní spektrometr od firmy Bruker Daltonics, 
také software pro analýzu pochází od této firmy. Při měření pak 
postupujeme dle standardního protokolu dodaného výrobcem. 
Tento protokol je založen na metodě celých buněk, viz výše. 
V případě izolace bakterií ze životního prostředí je nejdříve 
nutné isolovat jednotlivé bakteriální druhy, které jsou represen-
továny jednotlivými koloniemi narostlými např. na agarovém 
mediu. Dříve bylo nutné tyto jednotlivé kolonie individuálně 
testovat buď biochemickými testy nebo později po isolaci a sek-
venaci 16SrDNA. V řadě případů však bylo po delší době zjištěno, 

že se jedná o stejné druhy. V případě MS MALDI-TOF lze měřit 
spektra několika desítek bakterií najednou a srovnáním spekter 
lze velmi rychle vyloučit identické druhy. Kromě identifikace ne-
známých vzorků jsme také zkoumali vliv použitých médií, teplot 
růstu a doby růstu na výsledky analýzy. Bylo zjištěno, že např. 
různé typy media pro kultivaci bakterií mohou ovlivnit výsledek 
stanovení, naopak teplota a doba růstu měly minimální vliv.
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This paper is focused on the use of mass spectrometry in the 
biological sciences, especially the possibility of using this method 
for the identification of microorganisms particularly bacteria and not 
only from clinical or food material but also from.the environment. 
Article also offers a brief comparison of some methods that are used 
for identification of microorganisms.
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Těžké kovy jsou skupinou látek, které, dle řady různých 
definicí, zahrnuj˝í jak prvky prospěšné a nutné pro organismy, 
tak prvky, o jejichž biologické potřebnosti je jen velmi málo 
důkazů a působí převážně toxicky na většinu organismů. Řada 
výzkumných pracovišť po celém světě se věnuje studiu přímého 
působení těžkých kovů na různé organismy. Jejich toxicita souvisí 
především s možností vazeb na různé typy biomolekul, které 
ztrácejí svou přirozenou funkci a tím narušují životně důležité 
biochemické procesy, což může mít za následek i smrt celého 
organismu. Na základě hrozby, kterou představují, je jejich 
přesná, rychlá a cenově dostupná detekce stále velmi aktuální. 
Spolu s miniaturizací a novými materiály je neustále vyvíjen 
tlak na nové přístroje, které by byly schopny měřit na místě 
při zachování dostatečné citlivosti, která by se blížila typickým 
laboratorním stanovením. Elektrochemie je pro svou vysokou 
citlivost, metodou velmi vhodnou pro stanovení těžkých kovů. 
Druhým důvodem, proč uvažovat o elektrochemii, je možnost 
zmenšení měřicí instrumentace do takových rozměrů, které by 
byly snadno přenosné a schopné mimo-laboratorních měření. 
V neposlední řadě nesmíme opomenout možnosti kombinovat 
fyzikálně-chemický převodník v podobě elektrody s biologickou 

složkou, kdy získáme biosenzor, který oproti výše zmíněným 
výhodám elektrochemie přináší do analytického systému prvek 
zvýšené selektivity. Další možností je využití optických materiálů 
v podobě optod, popř. analýzy povrchu, či dalších senzorů, které 
detekují změny teploty, hmotnosti či pH. 

Enzymové biosenzory

Pro detekci iontů kovů byla použita řada různých enzymů, 
přičemž samotná detekce je založena na aktivaci či inhibici 
enzymové aktivity. Detekovaný ion těžkého kovu aktivuje en-
zym, pokud tvoří nedílnou součást struktury, anebo jej inhibuje 
v případě, že je schopen se vázat do aktivního centra použitého 
enzymu a tak jej inaktivovat. Biosenzory pro detekci iontů těž-
kých kovů založené na inhibici enzymové aktivity jsou používány 
několikanásobně více ve srovnání s aktivačními. Mezi nejběžněji 
používané enzymy patří oxidázy a dehydrogenázy. Tyto enzymy 
jsou imobilizovány pomocí síťování v želatinovém filmu, anebo 
afinitní interakcí se speciálním typem membrány. Další velkou 
skupinu enzymových biosenzorů tvoří ty založené na enzymu 
ureáze. Optický biosenzor založený na ureáze imobilizované 
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na skleněných pórech byl vyvinut pro stanovení rtuťnatých iontů. 
Detekční interval byl ale pouze v řádu jednotek až desítek µM. 
Jeden z jednorázových přístupů využívajících ureázu byl založen 
na kombinaci čpavek citlivé optody a optody citlivé na amonné 
ionty. Kromě optod byly v kombinaci s ureázou využity tranzis-
torové elektrody ISFET (ion-sensitive field-effect transistor). Takto 
navržený systém dosáhl detekčního limitu v řádech jednotek 
µM. Inhibice ureázy rtutí byla také studována pomocí potencio
metrického biosenzoru. Interakce ureázy s nikelnatými ionty 
patří mezi další velmi slibné možnosti v navrhování biosenzorů 
pro detekci těžkých kovů. Nedávno bylo ukázáno, že systém 
ureázy a glutamové dehydrogenázy je možné použít pro detekci 
rtuťnatých, mědnatých, kademnatých a zinečnatých iontů pomocí 
amperometrické detekce.
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Current development of miniature analytical instruments for detecting 
heavy metals in varying samples is very dynamic. One of the most 
interesting representatives of these instruments are biosensors, 
which combine the physico-chemical transducer with biological 
components. Biosensors can operate on different principles and their 
preparation can lead to the acquisition of tools, which can achieve 
high sensitivity and selectivity against individual heavy metal ions or 
their mixtures. Our paper discusses the various types of biosensors 
divided according to their biological components for the detection 
of heavy metals ions.
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Pojem biodostupnosti byl zaveden pro vyjádření, zda aktuální 
koncentrace kontaminantu bude mít efekt na živé organismy. 
V kontaminovaných půdách se nízké koncentrace kovů nacházejí 
navázané na silikáty a primární minerály, čímž tvoří relativně 
nepohyblivou součást půdního prostředí. V případě zvýšení při-
rozeně vyskytující se koncentrace dojde k vazbě na jiné půdní 
složky a tím vzrůstá i jejich mobilita. Studium těchto jevů vypo-
vídá mnohem lépe o pohybu iontů kovů v půdě, jejich toxicitě 
a biodostupnosti. Cílem této práce bylo pomocí diferenční pulzní 
voltametrie porovnat sedm extrakčních metod pro stanovení čtyř 
těžkých kovů – zinku, kadmia, olova a mědi v půdě.

Experimentální část

Vzorky byly odebrány z lokality „Vátých písků“ v katastru 
obce Ratíškovice nedaleko Hodonína. Půdní podmínky jsou 
extrémní: regozem stenická, zrnitostní třída písek, nízká retenční 
vodní kapacita. Extrémně vysoká provzdušenost, s výjimkou 
krátkých období po dešťových srážkách, více než 90 % z celkové 
pórovitosti. Vzorky byly přesety přes 2mm síto a vysušeny na 
vlhkost 0,1 %. 

Výsledky a diskuse

Analýza obsahu těžkých kovů probíhala metodou diferenč-
ní pulzní voltametrie. Typický DP voltamogramu zinečnatých 
(–1,05 ±0,03 V), kademnatých (–0,63 ±0,02 V), olovnatých (–0,41 

±0,03 V) a měďnatých iontů (–0,02 ±0,03 V) v koncentraci 10 µM. 
Ze získaného voltamogramu byly odečteny výšky píků jednotli-
vých analyzovaných kovů (zinek, kadmium, olovo a měď). Výška 
analytického píku byla přepočtena pomocí kalibrační křivky 
na hodnotu koncentrace jednotlivých kovů. V experimentu byl 
sledován vliv různých extrakčních činidel (sedm procedur zalo-
žených na extrakci pomocí EDTA, CH3COOH, NaNO3, H2O, KCl 
a CaCl2) na mobilizaci těžkých kovů ze sorpčního komplexu půdy. 
Zjistili jsme, že extrakce v kyselině octové nejlépe mobilizuje ionty 
těžkých kovů do roztoku, což je dobře známo. Pouze extrahovaná 
koncentrace kademnatých iontů byla pod limitem detekce metody. 
Zinečnaté ionty se do roztoku uvolnily v roztoku 1M KCl a 0,01M 
CaCl2. V  případě měďnatých iontů byla pozorována zvýšená 
imobilizace v prostředí 1 M KCl a EDTA. Podobně v případě 
olovnatých iontů dochází k maximální imobilizaci v kyselině oc-
tové. Z experimentálních dat je zřejmé, že u ostatních použitých 
extrakčních činidel byla účinnost imobilizace jednotlivých iontů 
těžkých kovů pod 15 % (proti kyselině octové). Na distribuč-
ním diagramu olovnatých iontů v přítomnosti kyseliny octové 
je jednoznačně pozorovatelný pokles koncentrace olovnatých 
iontů Pb(II) do pH kolem 5 a jejich celkovou komplexaci kolem 
pH 8. V roztoku jsou předpokládány komplexy Pb(CH3COO)+, 
Pb(CH3COO)2

– a Pb(CH3COO)3
–. Všechny tyto komplexy při pH 

kolem 8 z roztoku velmi rychle mizí.
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