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Abstrakt:

Tato diplomova prace se zabyva studiem spektralaiabtnosti benzimidazl
VétSinou se jedna o benzimidazolova anthelmintickggbici I€iva, pouzivana igvazri

ve veterinarni medicé Nekteré latky se pouZivaji jako fungicidy.

Hlavnim cilem této prace bylo objasr viivu rozpoustdla na absofni spektra a
zejména na fluorescenci benzimidazoByl zkouman vliv aprotického a protogenniho

rozpoustdla, vliv polarity a pH rozpouétlla.

Prace ma dv casti, teoretickou a praktickou. V teoretick@sti jsou shrnuty
fyzikélné- chemické vlastnosti benzimida#pimoZnosti detekce benzimidaaplUV-VIS
a fluorescetni spektrofotometrie. V praktick&sti jsou vysledky gieni zpracovany do
tabulek a graf. Bylo zjiS€no, Ze vliv rozpousgtla zavisi na strukte latky. Proto je

potteba kazdou latku zvlapronerit.

Abstract:

This diploma thesis deals with the spectral prapedf benzimidazoles. Most of
benzimidazoles are anthelmintic active drug, usedarily in veterinary medicine. Some
substances are used as fungicides.

The main aim of this study was to clarify the imfiice of solvents on the
absorption spectra and especially on the fluorescehbenzimidazoles. The influence of
aprotic and protic solvent, the influence of pdiadf solvent and the influence of pH of
solvents were studied.

The thesis includes two parts: theoretical andtfalc In the theoretical part
physicochemical properties of benzimidazoles, baidazoles possibility of detection,
UV-VIS and fluorescence spectrophotometry are sunzed In the practical part results
of the measurement are processed into tables aptgrit was found that the influence of
solvent depends on the structure of the substdimezefore it is necessary to check each

substance separately.
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Seznam pouZitych zkratek:

2-AB: 2-aminoimidazol

ABZ: albendazol

ABZ-S0O2: albendazolsulfoxid

ABZ-SO: albendazosulfon

ABZ-NH2-S0O2: 2-aminoalbendazolsulfoxid
BEN: benomyl

FLU-OH: redukovany flubendazol

MBC: carbendazim

MBZ: mebendazol

MBZ-OH: redukovany mebendazol
MBZ-FAF: redukovany mebendazatipraveny na farmaceutické fakéi HK
MBZ-NH2: 2-aminomebendazol

OXI: oxibendazol

5-OH-TBZ: 5-hydroxythiabendazol

TBZ: thiabendazol

MeOH: methanol

ACN: acetonitril



1. UVOD

V dnesni dob je pro &ely farmaceutického vyzkumu nezbytné u kazdékiovde
znat zmisob detekce, pomoci kteréhaireme I€ivo v biologickém materialu kvalitativn
i kvantitativre analyzovat. Ne jinak je tomu i u benzimidazolly se¢asto stanovuji
pomoci vysokotinné kapalinové chromatografie (HPLC) s UV-VIS ndlworescefni
detekci. Benzimidazoly a zejména jejich metabdigyw Zivych organismech vyskytuji ve
velmi nizkych koncentracich, proto je fita zvolit co nejvyhodijsi podminky, aby dana
metoda byla co neipsrEjSi a vysoce citliva.

Je zndmo, Ze vyrazny vliv na detekci ma volba nmbfize. Pokud slaenina
obsahuje benzenové jadro, intenzjvnfluoreskuje v aprotickém acetonitrilu nez
v protogennim methanolu. Pokud obsahuje ve svétateidusikaty heterocykl, je tomu
naopak, fluorescence je intenz#gi v methanolu (1). Logicky vyvstava otazka, jak |
tomu u slodenin, které maji ve své strukéubenzen i imidazol, tedy u benzimidakzol
Proto byl v této praci porovnan vliv aprotickéhpratogenniho rozpou&tla na spektralni
vlastnosti u jedenacti tznych benzimidazél V experimentélnicasti je pak dale
pozorovan vliv polarity a pH rozpousiia a vliv spektralni polody spektrofluorimetru na
fluorescenci benzimidaziol Na za¥r jsem spektralni vlastnosti vyuZila ke kontrol&vé.
Dostala jsem vzorek na Farmaceutické fakUIK syntetizovaného mebendazolu a pomoci
UV-VIS a fluorescetini spektrofotometrie jsem ¢kila jeho totoZnost.

V teoretickécasti jsou popsany UV-VIS a fluoreséeimn spektrofotometrie, jakozto
z&kladni metody, které jsem pouzivala. MoZnostektst je vSak vice, proto jsem zde
nastinila i dalsi fyzikalerchemickeé i biochemické metody.il@zZitost detekce je dana
pouzivanim benzimidazibljako I&iv humannich, ale také veterinarnich. Analyza slouz
hlavre ke stanoveni farmakokinetickych vlastnostivé U potravinovych zviat ma jest
dalSi vyznam. Na zéklgdanalyz je stanovena tzv. ochrannat#) coz je doba od podani
lé¢iva, po kterou se nesmi potraviny ze fet@ pozivat, nelo musi byt zajidna
nezavadnost potravin. Benzimidazoly se vyskytl§éta pidé a plodinach, protoze se zde
pouzivaji jako fungicidni latky. | zde je santiepr¢ dilezita jejich detekce.

Tato prace si klade za cil preofit spektra benzimidazolv prostedich, kter4 se
pouzivaji jako mobilni faze v kapalinové chromatdjra poskytnout tim voditko ip

volbé optimalnich podminek pro jejich UV-VIS a fluoreséri detekci.



1.1.CILE PRACE:

1) Porovnani absotmich a emisnich spekteruzanych benzimidazdl

v methanolu a acetonitrilu

2) Porovnani absotmich a emisnich spektertuznych benzimidazdl
v zavislosti na pH

3) Porovnani absotmich a emisnich spekteruzanych benzimidazdl
v zavislosti na polaritprostedi

4) Urceni optimalni §ky Serbiny

5) Porovnani spektralnich vlastnosti redukovaného nudlu pipraveného

na FaF a redukovaného mebendazolu od firmy Jartsam@ceutica



2. TEORETICKACAST
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2.1. BENZIMIDAZOLOVA LE CIVA

2.1.1. INDIKACE BENZIMIDAZOLOVYCH LE CIV

Benzimidazolova l&va se pouzivaji fgdevsim jako anthelmintika. Anthelmintika
slouzi k 1&€b¢ helmintdz, coz jsou onemoam zpisobena parazitickyndervy.

Helmintézy se di na nematoddzy (nemoci vyvolané hlisticemi), tagmalozy
(nemoci vyvolané motolicemi) a cestoddzy (nemodiolgné tasemnicemi). Ve vy&gch
zemich, jako jeCeska republika, helmintéz postupnbyva, vyskytuje se zde jergkolik
druhi hlisth parazitujicich naclovéku. Dalsi sem vSak mohou byt importovany z
rozvojovych stat, kde jsou helmintézy dodnes obrovskym problémem.wysglejSich
statech jsowastjSi helmintdzy zuat, proto se s benzimidazolovymtidy setkame vice
ve veterinarni medicén Z humannich &vych piipraviki je dnes naceském trhu
k dispozici jediny. Jedn& se d@ipravek Vermox, ktery obsahuje mebendazol (2). Krom
helmint6z se benzimidazolov&igeo thiabendazol vyuziva jeSfako antimykotikum (3).

Nekteré benzimidazoly se ha@rvyuZzivaji jako fungicidni latky i v zeddélstvi.

NejvyznamujSi je benomyl a thiabendazol.

2.1.1.1. Nematodozy

V Ceské republice se ze skupiny oblyrvii neboli hlistic setkavamergdevsim
s roupem é&skym a Skrkavkou &skou.

Roup dtsky (Enterobius vermicularis) je hlist, ktery pataje ve stevé ¢lovéka.
Témst kazdy se s nimdem svého Zivota setk&lovék je jedingm jeho hostitelem.
Vajicka se dostavaji do traviciho traktgt$inou z rukou nebo vzduchem. Véest se
béhem rEkolika tydni (2-7) z vajéka vyvine dospli jedinec. Santky jsou W&tSi nez
sameci (meii asi 1,2 cm) a v noci kladou véa v oblasti analniho otvoru, cozigobuje
swdeéni. Zvlast u ckti je protocasta reinfekce. Lékem prvni volby je benzimidazeélov
lé¢ivo mebendazol, které jecimné jak na vajka, tak na dosjé cervy. Z benzimidazdl
se déle mzZe pouzit i albendazol nebo thiabendazol. Z jingkhpin I€iv se pouziva
pyrantel, piperazin nebo pyrvinium.

Skrkavka dtska (Ascaris lumbricoides) je 10-30cm dlouha Hlésta
zpiasobuje onemocimi zvané askaridoza. Inf&ki vajicko se dostava usty do tenkého
streva, kde se z&ho stava larva. Ta prostupujgestni sénou do krevniho ahu, kterym
se [fes srdce dostane do plic. Z plic se dostava skidugnici a hrtan do hltanu a je znovu
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spolknuta. Tak se @&p dostava do tenkéhoista, kde se z ni stane deékpjedinec.
Samtky kladou velky poet vajiek, ktera se se stolici dostavaji veréla.tVe vrgjSim
prostedi se ve vajku vylihne larva a tim se stane infekm (4). Projevy askaridozy jsou
raizné, zalezi na stadiu Skrkavky. Larvalni stadiumpsgevuje pedevsim zvySenou
teplotou a vykaSlavanim krvavého hlenu a eozinofiMigrujici larvy mohou také
napadnout mozek, oko, ledviny nebo i dalSi orgdhyspgili jedinci zpasobuji koliky a
dalSi stevni obtize. K |&b¢ se z benzimidazdlpouziva opt mebendazol, thiabendazol
nebo albendazol. Mezi dalSti¢a jiné chemické struktury pétpyrantel a piperazin.

V jinych zemich, hlavév tropech a subtropech, séiieme setkat s dalSimi
onemocgnimi vyvolanymi hlisticemi. Pétmezi r¢ nekatordza a ankylostoméza vyvolané
méchovcem, trichinéza, filarioza nebo onchocerk6za.zde se hoja pouzivaji
benzimidazolova k&va (5).

Nematodo6zy postihuji také vSechny druhy chovanygefiat. K I&bé se
vyuzivd makrocyklickych laktal) imidazothiazal, ale gedevsim ot benzimidazal. U
kocek a pé se vyuziva febantel, fenbendazol, flubendazolinemdazol. U skotu a ovci se
piednostd vyuziva albendazol. U koni se nematodozyi lénebendazolem a
fenbendazolem a uitlreZe flubendazolem. Neni to takto strikitdsto se vyuzivaji i jina
léCiva, vzdy je ale pdeba davku fizpusobit danému druhu Zete a druhu onemoéni

3).

2.1.1.2. Trematodozy

Motolice parazitujici na&lovéku se vyskytuji pouze v subtropickych a tropickych
oblastech. Velmtastym a nebezpeym onemocénim jsou schistosomozy. Lékem prvni
volby je prazikvantel. S benzimidatoke nize pouzit triklabendazol. Ten s&stji
VYuZiva ve veterinarni praxi.

Trematoddzy jsodasté u hospodskych a volg Zijicich pezvykavych byloZravic
Z benzimidazal se krong triklabendazolu uzivaji Sirokospektra anthelmiatddbendazol,

fenbendazol a febantel (5).

2.1.1.3. Cestodozy
Cestoddzy jsou onemo&m zpisobena tasemnicemi. Tasemnice jsou
segmentovani, hermafroditdérvi. Z €ch, které parazituji ndlovéku, se u nas vyskytuje

tasemnice bezbrannd a tasemnice dléigmméa.
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Tasemnice bezbranna (Taenia saginata) je dlouhdlesgét mefr. Parazituje
v tenkém gew, kde se udrzi pomockigavek na hla¥ce (skolex). Po hlavce nasleduje
krk. V tomto mist tasemnice roste. Pak nasleduje velké mnoZsiwika, které obsahuji
santi i samti reprodukni systém. Kdyz jsou vaja oplodrnd, ¢lanek se uvolni a
odchazi spol¢ s vykaly ven. Mezihostitelem je skot, ktery ¢&p poze na pastvié
V tenkém gte\e krav se z vafika vylihne embryo, které putuje pomoci krevnienste do
svali, kde se z ¢ho asi po deseti tydnech stava boubel neboli astits. Ho¥zi maso je
pak zdrojem nakaz§lovéka. Riznaky onemocni nejsou vyrazné. &Sinou dochazi jen
ke gastrointestindlnim problémm nebo k anorexii. K ¢ tenidoz se pouZivaji latky
niklosamid a prazikvantel. Z benzimida&ab je albendazol a mebendazol.

Tasemnice dlouhkdenna (Taenia solium) ma podobny Zivotni cyklus ojak
tasemnice bezbrannd, jen mezihostitelem byvajtasgji prasata. Nkdy maze byt
mezihostitelem i¢loveék, pak jsou projevy nakazy zava&pi. Pokud se boubel vytiio
v mozku, niize dojit k umrti nemocného. Tasemnice dlaidmna néti dva metry a na
skolexu ma krora prisavek jest rostellum s héky. Lécba je stejnd jako u tasemnice
bezbranné (4).

PredevSim ve Skandinavii se vyskytuje Skulovec Sir@Biphyllobothrium latum),
ktery ma rkolik mezihostitel. Clovék se niize nakazit z rybiho masa. V tropickych
oblastech se vyskytuje posledni druh tasemnicezpajiai na clovéku a to tasemnice
détska (Hymenolepsis nana), kterétirpouze par centimeins).

U zvifat cestod6zy nejsou takasté, postihuji f@devSsim domaci masozravce,
bylozravce a také ryby. Z benzimidakolse uplaiuji albendazol, mebendazol,

oxibendazol, fenbendazol, flubendazol a febantel (3

2.1.2. MECHANISMUS UCINKU BENZIMIDAZOL U

PrestoZe se jedna o latky strukturou podobné, mestmurs dinku neni u vSech
stejny.

NejcastjSim a hlavnim mechanismeniigobeni benzimidazblje jejich navazani
se na tubulin, coZ inhibuje vznik mikrotuliulMikrotubuly maji v biice nezastupitelnou
roli. Jednak slouzi k tvotbmitotického weténka Bhem bugcéného d@leni, udrzuji tvar
bunky a jsou také ilezité pro vstebavani Zivin a jejich intracelularnitipun. Proto
inhibice tvorby mikrotubul vede nakonec k smrti bky a pozdji celého parazita (5).
Neni zcela vysstleno, pr@ se benzimidazoly vazirgdnosts na tubulin parazit a ne na
tubulin hostitele. Jsoué¢decky dokazané dvpriciny, proé benzimidazoly newi buiky
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hostitefi. Prvnim divodem je specificita vazby benzimidazolu na tubplamazita. FLB a
MBZ se vazi az 400x vice na tubulin hiistez savé. Druhou ¥decky o¥tenou gic¢inou

je rozdilna farmakokinetika benzimidaizol parazita a hostitele. U hostitele je velice
rychle metabolizovan, takZze térmepisobi.

DalSi mozny mechanismuscigku se vyskytuje ndfklad u albendazolu.
Albendazol blokuje uptake glukdzy, takZze dochazspetebovani glykogenu.iestava se
tvoiit ATP a parazit umira na nedostatek energie. Albaeol je jediny benzimidazol
acinny na vSechna vyvojova stadia hlistasébi na vajika, larvy i dosplé jedince (5).

DalSi moznosti &inku je inhibice pijmu glukozy ges inhibici fumaréat reduktazy.
Fumarat reduktaza je enzym, ktery slouzidngné fumaratu na sukcinat. Tim dochazi k
narusSeni cyklu dikarboxylové kyseliny, ktery za mdinich okolnosti slouzi k vyréb
ATP. Proto parazit afh umira z nedostatku energie. Takfspbi thiabendazol (3).

Oxibendazol diky své chemické struigupodobné purinové béazi, zasahuje do
metabolizmu nukleotila procesu syntézy ATP (6).

2.1.3. TOXICITA A NEZADOUCI UCINKY

Benzimidazolovd I&va jsou I€iva bezpéna, terapeuticky index je vysoky.
Toxické mnoZstvi je az 30x vy3Si ne#zbé pouzivand terapeutickd davka. Npi
nebezpé predstavuje teratogenita.rd3toZze u savc teratogenita mebendazolu nebyla
ZjiSténa, nedoportuje se uzivat whotenstvi, zvlast v prvnim trimestru. DalSi jeho
nezadouci &inky nejsou zavazné, e se objevit gijem nebo bolestiitha (2).

DalSi benzimidazoly se u nas pouzivaji pouze verivérni medici&. U nekterych
se vyskytuje teratogenita, proto se nedopagjel podavat samicim Wézi. Stejg jako u
mebendazolu se i po aplikaci ostatnich benzimidazoiize objevit péjem. Pro
potravinova zwiata je dana ochrannailia, kterd se pohybuje oteth az po desitky dni.

V ochranné Iité se nesmi konzumovat potravinyézhto zvfat (mléko, vejce, maso) (3).

2.1.4. CHEMICKA STRUKTURA A VLASTNOSTI
Jak uz nazev ,benzimidazoly" napovida, maji tymuseniny spolény zaklad tvéeny
benzimidazolovou strukturou (Obrazek 1.). Pokud jsabstituované v poloze 2 (H)Rako
je thiabendazol, jsou rychle metabolizovanycaék je kratky. Proto se postupaataly
piipravovat 5- substituované derivaty §Rcoz vedlo k prodlouzenicinku (mebendazol,

flubendazol, albendazol,...). Pro anthelmintickou iakt je ve struktie dilezita
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amidinova skupina v imidazolovém kruhu. Tuto skupobsahuji i dalSi jinak strukturou

odliSna anthelminticky jsobici I€iva, jako je pyrantel nebo oxantel (7).

H
R2 N

/

N

R1

Obréazek 1: Obecna struktura benzimidazoi

DalSi vyznamnou vlastnosti benzimidazoje jejich schopnost gsobit jako
kyseliny i jako zasady, protoZze imidazolovy kruhsabuje jak kysely tak bazicky dusik.
(obrazeke. 2) Proto pH progedi velice ovlivni jejich vliastnosti. S pH semi rozpustnost
a ionizace lév, coz vyznama ovliviiuje vstebavani a dalSi farmakokinetické vlastnosti.
Nekteré je&t dalsi Na fiklad 5-
hydroxythiabendazol obsahuje kyselou OH skupinu.a pj€ proto velice dlezitou

slogeniny maji ionizovatelné  skupiny.
charakteristikou. DalSitdezitou hodnotou charakterizujici latku je rékvaci koeficient

v sousta¥ oktanol-voda. Ten dava informaci o rozpustnosgenBmidazoly maji tento
rozc&lovaci koeficient v rozmezi 0,8-3,3. Nejlipoffsi je flubendazol a triclabendazol. Je
to dano jejich lipofilnimi substituenty (8).

H - H H
N H.O" N N?
£ 3
4 2o b
N+ N N
"\ i v b

(A) Basic nitrogen atom (pKa =~5-6)
Acidic nitrogen atom (pKa = ~12)

H . =
| -
N ) N

> OH N \>
) = B
N N N._

(B)

Obrézek 2: Acidobazické vlastnosti benzimidazolového zakladu.
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2.15. FARMAKOKINETICKE VLASTNOSTI BENZIMIDAZOL U

2.1.5.1. Faktory ovliviwujici farmakokinetické vlastnosti

2.15.1.1. Zpasob podani

Benzimidazoly jsou &sSinou podany peror&in Ve veterinarni praxi je takéasté
intraruminalni podani, ip kterém byva biologickd dostupnosttsi nez P podani
perordlnim. B parenteralni aplikaci dochazi krychlému metabuoli a nasledn ke
kratkému dinku.

2.1.5.1.2. Fyzikalns-chemické vlastnosti Iéku

Pro farmakokinetiku k&va je dilezitA molekulova hmotnost, rozpustnostivé ve
vodk a tucich a ionizovatelnostdiga. inek lipofilngjSich I&iv nastupuje pozii a
pretrvava déle. Jakotixlad uvedu fenbendazol, ktery dosahuje maximalazmpatické
koncentrace za 24h po podani a jeho zbytky s&ewnchazi jestza 30 dni. HydrofilySi
thiabendazol dosahuje maximalni plazmatické komaeatza 4h a zla se vylodi moci

mnohem rychleji.

2.1.5.1.3. Zivogisny druh

Kazdy zivaisny druh ma trochu jinou stavbéld, rozdilné slozeni travicichd@v a
tak neni divu, Ze setfippodani stejného mnoZstvic¢lea vice drulim zvitat hodnoty
plazmatickych hladin li8i. OdliSnosti nejsou jenomezi druhy, ale i jednotlivci.
Farmakokinetické vlastnosti ovliuje pohlavi, std, rychlost metabolismu, ale takieba
sloZzeni stravy. Na&sti benzimidazoly maji vysoky terapeuticky indexkze se na tyto

faktory nemusi vyznandbrat v potaz (8).

2.1.5.2. Absorpce

Absorpce je ovliviina vySe zmignymi faktory. Nikdy nedochazi k Uplné absorpci,
casto je také vyrazny first pass efekt, takze systéntirkulace dosahne jen zlomekilé.
U humanniho mebendazolu se do krevnitesisSt¢ dostane jen 20%. Maximalni
plazmatické koncentrace je dosazeno za 2-4 hodirgodani. Pokud se mebendazol uziva

s tuknym jidlem, absorpce se zvySuje (2).
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2.1.5.3. Distribuce
Vazebnost na plazmatické bilkoviny je vysoka. U emetazolu dosahuje az 95%.

Benzimidazoly penetruji do mimocévniho prostorue keb v tkani ukladajiCim jsou

viN 7

lipofiln&jSi, tim se v tk&nich vyskytuji delSi dobu a ¥Sim mnoZstvi.

2.1.5.4. Metabolismus

Metabolismus d&chto I&€iv je slozity. Pro kazdou latku existuje hnedkolik
metabolifi. Metabolity zavisi na druhud&a, ZivatiSném druhu a tkani, ve které séi®
nachazi.

Léciva s SH skupinou se snadno oxiduji, na sulfoxglilfon. Takto metabolismus
probih&a nafiklad u albendazolu nebo fenbendazolu. (©By.

H

|
CH,CH,CH;—S N
)—NHCO,CH,  ABZ

N

1 j

CH,CH,CH— N

e )—NHCO,CH

O / > 3 ABZ'SO

N

o |

CH,CH,CH;—$ N
8@ )—NHCO,CH, ABZ-SC;

N

o |

CH,CH,CH;—S N
[l & N

N

Obrazek 3: Schéma metabolizmu albendazolu (8)

Mebendazol a flubendazol maji karbonylovou skupkiara se mize redukovat na
hydroxylovou skupinu. Tyto dvsloweniny maji jest karbamatovou skupinu, ktera se

metabolizuje na amino skupinu. Karbamatovou skupidu albendazol a fenbendazol.
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g O »—NHCO,CH, MBZ
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OH 0]
MBZ-OH MBZ-NH ;

Obrazek 4: Metabolismus mebendazolu (8)

Thiabendazol se \¢le oxiduje na 5-hydroxythiabendazol.(ahb)

I "
% N B / N
N: [ v L)
S S
TBZ 5-OH-TBZ

Obrazek 5: Metabolismus thiabendazolu (8)

2.15.5. Eliminace

Eliminace I€iva a jeho metabolitz jednotlivych tkani atnich tekutin trvdiiznou
dobu. U potravinovych ziat je poteba sledovatas, za ktery se dan&ieo vylouci ven
Z €la, aby se mohla stanovit ochrannatth Sleduje se doba eliminace z mléka, masa,
tuku, vajec, jater, ledvin a sanfepm¢é z plazmy a jinychdnich tekutin (3). Protoze se
lécivo v téle vyskytuje ve velice nizkych davkéach, je ifedta najit dostate¢ citlivy

zpasob detekce.

2.1.6. ZPUSOBY ANALYZY BENZIMIDAZOLOVYCH REZIDUI

Existuje mnoho moZznosti jak stanovovat benzimidazdbiologického materialu.
Dulezité je, aby fi metod Slo jednoznéné urtit benzimidazol ¢etré jeho metabolii, aby
detekce byla dostatee citliva i pro malé koncentrace latky, aby bylahiea jednoduse
proveditelna a také fingné dostupna. V dnesni délse standardnvyuziva HPLC s UV
detekci. V pipadech, kdy je to mozné, je aplikovana fluoregnérdetekce diky své

vyborné citlivosti. Pesto je paeba zminit i ostatni moznosticheni.

2.1.6.1. Biotesty
Biotesty se mohou pouZivat k z§igf rezidui v potravinach, ale mnohemst;ji se

vyuZivaji ke zji§ovani anthelmintickéhodinku I&iv. Detekce se provadi pomoci TLC.
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Upraveny biologicky materidl se nanese na deskachd se vyvijet. Detekce se provede
postikem Zivnhou pmdou s organismy citlivymi na ¢é&/0. Pokud ve vzorku byla
benzimidazolova rezidua, dojde v tomto miktinhibici rastu organismu. Velikost zény
inhibice se rovna koncentraci zbytbenzimidazal. Tato metoda je relati¢ncitliva.
Problémem vSak fize byt odliSna citlivost jednotlivych zkuSebnictganisni, coz mize

vést ke zkresleni hodnot.

2.1.6.2. Ptima spektrofotometricka detekce
Primo se spektrofotometricka detekce vyuziva jen mené, protoze by
benzimidazoly musely byt v potravinach ve vysokédentraci. Proto seétsinou fed

zmeienim vyZaduje chromatograficka separaégmaure zakoncentrovani.

2.1.6.3. Tenkovrstva chromatografie

Tenkovrstvd chromatografie se pouZiv&edevSim k detekci benzimidagol
z plodin. Dilezité je spravé zvolit mobilni fazi, aby doSlo k separaci benziaidlovych
rezidui. Detekce se¢t8inou provadi fluorescéné. Vyhodou této metody je dostupnost,

ale gresto se ufednosiiuje HPLC, protoZe je citlijSi.

2.1.6.4. Imunochemické metody

V poslednich letech technologie ELISA naSla u@aini pri zjiStovani
benzimidazal v potravinach. Dlezitd je giprava monoklondlni protilatky, kter4 by se
byla schopna vézat zaravena vice benzimidazdl Pod#ilo se gipravit mysSi
monoklonalni protilatku, ktera se vaze na 11 berdoaolkarbamatovych reziduigetne
metabolitt MBZ, ABZ, OXI nebo FLU. Nyni se ¢kdy vyuziva &¢chto metod k detekci
nekterych benzimidazél v séru, v mléce nebo v ovocnycfagach. Nevyhodou je, Ze se
jedna pouze o kvantitativni metodu. Jelikoz prttdd se vaze na vice druh
benzimidazal, nelze zjistit, o jaké latky jde a jaky je p&mv zastoupeni mezi nimi.

Zjistime pouze celkové mnozstvi benzimidaz@).

2.1.6.5. Vysoko&inna kapalinova chromatografie

Benzimidazolova l&va a jejich metabolity se liSi svymi fyzikalnchemickymi
vlastnostmi. Proto je gkdy nar@né zvolit takové podminky, aby vysledné spektrum
obsahovalo ostré piky v rozumném reét@m case. Je proto udezité zvolit spravnou
kolonu, mobilni f4zi a nasledntyp detekce. K detekci pro stanoveni benzimidazs
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pouziva UV, fluorescemi nebo hmotnostni spektrofotometrie, nebo metoda
elektrochemicka, ip které se nai zmeny potencialu mezi elektrodami. Knito znénam
dochéazi vlivem oxidovatelnosti a redukovatelnoséntimidazal. Castji se vsak
vyuzZivaji spektraini detektory, protoZze benzimidgamaji silné chromofory, takZe jsou
schopné pohlcovat #ni. Nefasgji se pouziva UV detektor. Bylo vSak zfigb, Ze
n¢které benzimidazoly mohou fluoreskovéthoz se vyuzivaipfluorescerni detekci. Ta
ma oproti UV o dva aziitfady vySSi citlivost a je selektig$i. Nekteré benzimidazoly
v8ak schopnost fluorescence nemaji, takze se madétpu vSech. Ndiklad flubendazol
nefluoreskuje, ale redukovany flubendazol uz tetropnost ma (9). Ztrata fluorescence se
vyswtluje pritomnosti ketonické skupiny. Podabse chova mebendazol. Mebendazol
nefluoreskuje, ale redukovany mebendazol ano (10).

Hmotnostni spektrofotometrie je dnes také Bajpuzivana, méa podobnou citlivost

jako fluoresce#ni spektrofotometrie, jeji nevyhodou je vSak fitrgimar@nost.

2.1.6.6. Plynova chromatografie

Tato metoda se nevyuzivasto, protoze atSina benzimidazdljsou latky pondrné
stalé, takZze se musiqa neéfenim je& derivatizovat. AvSak nd&fklad thiabendazol je
tekavy dostatéen¢. Presto se plynova chromatografié aplikaci na analyzu benzimidazol

nyni nachazi ve stinu kapalinové (8).
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2.2. SPEKTROFOTOMETRIE V ULTRAFIALOVE A VIDITELNE OBLAST

Jedné se o optickou instrumentélni metodikieré dochézi k absorpciizi.

Vlivem absorpce dochazi kgrchodu molekuly z nizSiho elektronového stavu d&siho.
Pt tom prechazeji valetni elektrony ze zakladnich orbitadlo orbitali excitovanych.
Zarover vSak dochazi ke z&nam ve vibranich a rotanich stavech molekuly a proto
absorgni pasy jsou Sirsi (11).

Casti molekul, které Zysobuji absorpci 2&ni v oblasti UV (200-400nm) nebo ve
viditeIné oblasti (400-760nm) se nazyvaji chrompfaf UV oblasti absorbuji t8va, ktera
v molekule obsahuji dvojné nebo trojné vazby, pretexcitaci podléhajifpdevsimt
elektrony. Pokud je v molekulekolik konjugovanych vazeb, posunuje se absorpce do
oblasti vysSich vinovych délek, protoze se sniémergie pechodu (12).

Posun absorpce k vysSim vinovym délkam se nazywblaromni {erveny)
posun. Podobnydinek maji skupiny s volnym elektronovym parem (H,GNH,), které
se oznauji jako auxochromy. Posun absémgho pésu k nizSim vinovym délkam se
nazyva hypsochromni (modry) posun. &mu dochazi s rostouci polaritou substitdent
vazanych na chromofory.

Zvyseni intenzity sstelné absorpce se nazyva hyperchromni efekt, snizen
intenzity absorpce je hypochromni efekt (13).

Kazdou latku vystihuje absafpi spektrum, coz je zavislost absorpce na vinové
délce (vin@tu) prochéazejiciho zéni. Pfibch absorpniho spektra je tedy ovlivn
chemickou strukturou latky, jeji koncentraci, dadeizitym rozpougdlem a Sikou vrstvy,
kterou s¥tlo prochazi. Nejastji se pouzivaji 1lcentimetrovédmenné kyvety. Nieni se
provadi proti pouzitému rozpogdtu nebo snssi rozpousitdel.

Cesky |ékopis 2009 vyuziva spektrofotometrie v dilavé a viditelné oblasti
k analyze léiva pri zkouSkach totoZnostifpzkouskach naistotu a i stanoveni obsahu
|éCiv. Pro dikazy totoznosti I&v na zaklad UV spekter se vyuZzivaji polohy maxim a
minim udanych gslusnou vinovou délkou. Hodnota maxim a minim genisit 0 2 nm
Z divodu nefeni na fiznych typech UV spektrométa i samotné gteni mize byt
zatizeno utitou chybou. Sotasre se ¥tSinou udava specificka absorbance, zpravidla pro
nejvyrazijsi maximum. Specificka absorbance {f” ) vyjadiuje absorbanci roztoku
latky o koncentraci 10 g/l &ienou v 1cm vrstvpii uréité vinové délce.

A= (10 .€) / Mr

21



Kde: € — molarni absokni koeficient (absorbance roztoku latky 1mol/Eiena
v 10mm vrst¥ pri urcité vinoveé délce)

Mr — relativni molekulovd hmotnost
Vztah pro vypdet specifické absorbance je tedy:
Arci®=Al(c.1)

Dale mize byt v Iékopise poloha maxim a minim navic dépudajem pogru
absorbanciip dvou vybranych vinovych délkach.

Kvantitativni analyza vychazi z Lambertova-Beerpakona. Zpravidla se & pri
vinové délce maxima absaiho pasu, kdy je diteni nejcitlivjsi.

A=¢c.c.lI

Kde: A-absorbance &eného roztoku
¢ — molarni absokmi koeficient (absorbance roztoku latky 1mol/Erema
v 10mm vrst¥ pri urcité vinové délce)
c- koncentrace absorbuijici latky v mol/l

| - sila n€fené vrstvy v cm

Pro kvantitativni analyzu jeiteZita tzv. spektralni polaia, Ezrn¢ nazyvana $ka
$trbiny. Stka Strbiny by néla byt mala ve srovnani s polovinoiiksi absorgniho pasu,
ale sodasre co nej¢tsi, aby byla ziskana vysoka hodnota absorbange (14

K méieni absorgnich spekter se pouzivaji spektrofotometry. Tyldédsji ze zdroje
z&eni, monochromatoru nebo filtru, kyvety se vzorkeetektoru zé&eni a nérného
zaizeni.

Jako zdroj ultrafialového #éni se ne&jastji pouziva vodikova nebo deuteriova lampa.
Zdroj viditelného z#eni byva Zarovka s wolframovym vidknem. Totdera je
polychromatické, proto ve spektrofotometru dale intmys monochromator (nebo
monochromaticky filtr), ktery paprsek zredukujej@dnu vinovou délku. Nreni v UV
oblasti probiha viemenné kyveto Sice vrstvy ngjasgji 1cm. Rozpousidlo musi byt

v co nefistSim stavu, aby nedochéazelo k absorpéilayipadnymi néistotami. Jako
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rozpoustdla se pouzivajiatSinou slodeniny s jednoduchymi vazbami, které neabsorbuji
z&eni v oblasti nad 200nm. Jako slepy roztok se p@uzamotné rozpoustio.

Detektory néii intenzitu s¥étla, které proslo vzorkem. 8telna energie se ¢ni na
energii elektrickou a po zesileni séfirintenzita proudu. V dnesni ddfsou nangrené
hodnoty proudu elektronicky zaznamenany a tentaaaze uloZzen na vhodné médium
(hard disk, flash disk, CD) &@ipadreé dale zpracovavarfll).
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2.3.FLUORESCEN'NI SPEKTROFOTOMETRIE

Fluorescetini spektrofotometrie je opticka instrumentalni ndetodi které dochazi
nejprve k excitaci molekuly s naslednou emisiernd (12). Této vlastnosti sé&ka
fotoluminiscence. RozliSujeme dva typy fotolumikece a to fluorescenci a
fosforescenci. Doba Zivotnosti excitovaného stavu fluorescenci je na rozdil od
fosforescence velmi kratka, asi 1010%. V této dob dochazi k fechodu elektroin
Z energeticky bohatsi hladiny S1 do zakladnihows&®. Nadbytek energie je uvéimjako
foton. Fluorescaini prechod nize skowit na iznych vibr&nich podhladinach SO, proto
vznika pasoveé spektrum.

Rozeznavame 2 typy fluoreseémich spekter. Excitani a emisni. U excitaiho se
meéni excit&ni vinova délka X) a vinova délka emitovanéhoieai je konstantni. Tato
spektra ¥tSinou slouzi k ufeni &inné A pro vyvolani fluorescence. U emisnich spekter
zustava exciténi vinova délka stejna admi se vinova délka emisni. (13).

VétSina slozitych organickych molekul nefluoreskujetenzivni  fluorescenci
vykazuji rekteré aromatické sl@eniny nazyvané fluorofory. Fluorescence je owiva
substituenty na aromatickém jéd Substituenty —Ng -OH fluorescenci zvysuji, naopak
halogenové substituenty fluorescenci snizuiji.

Krome struktury je fluorescence ovli¥na teplotou a vlastnostmi rozpotdi. V
roztocich dochazi vlivem elektrostatickych sil Kkvedaci fluoreskujicich molekul.
Molekuly v zakladnim a excitovaném stavu mdaimré dipdlové momenty, dochazi tedy
vlivem rizné solvatace ke zmam v optickych spektrech. Proto ma na fluoresceliei
rozpoustdlo, jeho pH a polarita. Jev, kdy vinova délka &tiiho nebo emisniho maxima
zavisi na vlastnostech rozpotdi, zejména na jeho polatitse nazyva solvatochromni
efekt, rekdy kratce solvatochromismus.

Doba trvani excitovaného stavu nezavisi na vinoéced budiciho z&ni.
(Vavilovav zakon).

Podle Stokesova zakon musi byt emisni vinova dei&Si nebo rovna vinové
délce excitaniho s¥tla.

Mezi hlavni charakteristiky fluorescence ipaspektralni sloZzeni a intenzita
fluorescence. Intenzita je danacpam fotori prochazejicich v daném sm jednotkovou
plochou za jednotkg@asu. Intenzita fluorescence je &ma intenzi¢ absorpce nasobené
kvantovym vytZzkem fluorescence. Fluores¢en spektrometrii Ize detekovat koncentrace
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rozpustnych latek az 16” mol/l, coZ je alesppo 4iady vyssi citlivost, neZ pro abseérp
meieni. Fluorescemi spektrum byva zrcadlem absémgho. Fluorescence se objevuje u
vysSichA nez absorpce. Rozdil v energii mezi maximem akisdinp a emisniho pasu se
nazyva Stokes/ posuv. Vyjimky z pravidla zrcadlové symetrie jsaléany rozdilem
geometrickym uspg@dani atomovych jader v excitovaném stavu opratisszakladnimu.

Spektrofluorimetrie se vyuziva ke kvalitativni i keantitativni analyze, &Sinou
pro slozigjSi organické sloteniny a komplexy s kovy.

K méfeni fluorescence se vyuzivaji spektofluorimetrydiBuzaeni byva v oblasti
UV-VIS, jeho zdrojem je néastji vysokotlakd vybojka nebo pulzni laser. Paprsek
prochazi pes ntizkové excitdni monochromatory a dopada ndemennou kyvetu
s roztokem analyzovaného vzorku. Rozpeédist by nendla fluoreskovat. Ve s#mu
kolmém k budicimu paprsku se detektorerstinemitované fluoresceni z&eni, které
prochazi emisnim monochromatorem.

Pri méreni emisnich spekter fluorescence je exoitanonochromator nastaven na
pevnou vinovou délku budicihoighi a pi méreni exciténich spekter je pe¥émastavena
vinova délka na emisnim monochromatoru. Kéomnovych délek excitace a emise se
béZneé nastavuji také Bty S€rbin obou monochrométdy které ovliviuji citlivost a

spektralni rozliSeni danéhosteni (15).
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3. EXPERIMENTALNI
CAST
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3.1. POUZITE CHEMIKALIE

Pri méteni jsem pouzila tyto chemikalie

- Methanol for gradient elution, Aldrich

- Acetonitril for gradient elution, Aldrich

- Oxibendazol Sigma (vzorec 1)

- Carbendazim Riedel- de Haén (vzote®)

- Thiabendazol Riedel- de Haén (vzote®)

- 5-hydroxythiabendazol Fluka(vzoreéc4)

- Mebendazol redukovany Jansen Pharmaceutica (vZo®@c
- Mebendazol redukovanyipraven na FaF UK

- Flubendazol redukovany Jansen Pharmaceutica (vZo6gc
- Benomyl Aldrich(vzore&. 7)

- Albendazol Sigma(vzoret 8)

- Albendazolsulfoxid Toronto Research Chemical (vz@re)
- Albendazolsulfon Toronto Research Chemical(vzared)

- 2-aminobenzimidazol Aldrich(vzorec 11)

- Dihydrogenfosforgnan draselny p. a., Lachema Brno

- Ultracista voda pipravena reverzni osmozou- FaF UK

- Hydroxid sodny p. a., Lach-Ner, s. r. o.

- Kyselina boritd 99% Sigma

- Kyselina octova 99% p. a. Lach-Ner, s. r. o.

- Kyselina fosforéna 85% p. a. Lachema Brno

P H>7
NH
@J —a

o \

vzorecé. 1: OXIBEDAZOL
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vzorecé. 7: BENOMYL

28

H ':::' s
- _.5 .\,__'___-"H' e, e N .'.:"— D
A MWH
- e - N
vzorecé. 8: ALBENDAZOL
fi
CH,CH,CH;,—S N
i )—NHCO,CH,
N

vzorec€. 9 ALBENDAZOLSULFOXID
H

T |

CH,CH,CH;—$ N
3 )—NHCO,CH,

N

vzorec¢. 10 ALBENDAZOLSULFON

H

N
N,%NHQ

vzorec¢.11 2-AMINOBENZIMIDAZOL



3.2.

POUZITE RISTROJE

Analytické vahy - Sartorius

HP 8453 diode array spektrofotometr — Hewlet-Patkar
Spektrofotometr Heliog - Unicam

Spektrofluorimetr AMINCO- Bowman Series 2 — Ther8yectronic
pH-metr inoLab 720 s pH elektrodou Sentix 61 - WTW

Ultrazvukova laz# Sonorex 31 — Bandelin

29



3.3.PRACOVNI POSTUP

3.3.1. Porovnani absotmich a emisnich spekteianych benzimidazdl

v methanolu a acetonitrilu

3.3.1.1. Priprava roztok

Na digitélnich analytickych vahach jsem navanilgrami lécivé latky. Navazené
mnozstvi jsem fedala do od@rné baiky o objemuV (viz tabulka¢. 1) a rozpustila ho
v uréitétm mnozstvi methanolu. Po rozpimstjsem doplnila od®&rnou baku methanolem
po rysku. Poté jsem navazila stejné mnozstvi ldtkgruhé odrérné baiky a I&ivou latku
jsem rozpustila v acetonitrilu. Takto jsemigpavila vychozi roztoky vSech benzimidaiol
které jsem réla k dispozici.

Neékdy bylo poteba rozpoughi méré rozpustnych latek urychlit. VyuZila jsem
michani, zalivani nebo jsem odémou baiku s benzimidazolem a rozpoédiem vlozila
do ultrazvukové lazh Neékdy jsem musela benzimidazateplrozpustit v malém mnozZstvi
(cca 20Q) organického rozpou&dla dimethylsulfoxidu (oxibendazol a carbendazimsby

v acetonitrilu nerozpustil).

Tabulka ¢. 1: Priprava roztokia benzimidazoh

Methanol Acetonitril
m[g] V [ml] m[g] V [ml]
OXIBENDAZOL 0,0020 50 0,0021 | 50
CARBENDAZIM 0,0023 50 0,0022 | 50
THIABENDAZOL 0,0020 50 0,0020 | 50
5-HYDROXYTHIABENDAZOL 0,0015 50 0,0015 50
REDUKOVANY FLUBENDAZOL 0,0008 25 0,0007 25
BENOMYL 0,0021 50 0,0020 50
2-AMINOBENZIMIDAZOL 0,0020 50 0,0020 50
ALBENDAZOL 0,0020 50 0,0020 | 50
ALBENDAZOLSULFOXID 0,0022 50 0,0019 50
ALBENDAZOLSULFON 0,0010 25 0,0009 25
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3.3.1.2. Me¢teni absorbance

Spektrofotometrem jsem zfila spektra roztok vzorki proti gisluSnym
rozpouskdlim (proti acetonitrilu, methanolu). Absd@m maxima jsem zaznamenala,
abych s nimi mohla dale pracovat.édni jsem provatla v kiemennych kyvetach
s optickou drahou 1 cm.

3.3.1.3. M¢teni fluorescence

Fluorescetini spektra jsem zd#fila pro jednotlivé benzimidazoly v metanolu a
v acetonitrilu. Jako excitai vinovou délku jsem pouzila vinovou délku absmipo
maxima. U vSech latek jsem fluoreséenspektra réila pro vSechny hodnoty vinovych
délek absorgnich maxim. K ndfeni jsem pouzivala lcnidmenné kyvety. Citlivost jsem

nastavila vzdy na roztok, u kterého byla nejvys$genzita fluorescence, aby v3echna

vysledna spektra byla dioprokreslena a dala se porovnavat

3.3.2. Porovnani absoymich a emisnich spektaranych benzimidazdl
v zavislosti na pH

Pouzila jsem roztoky tévych latek z pedchoziho ukolu. ipravila jsem si
dihydrogenfosforénanovy pufr o pH 3 a Brittonovy-Robinsonovy pufryhodnotach pH
7,64 a11,67.

Fosfor&nanovy pufr jsem fipravila rozpudtnim 3,4 g dihydrogenfosfoteanu
draselného v 990ml ult¢esté vody. Pomoci kyseliny fosfanee jsem upravila pH na 3 a
doplnila ultr&istou vodou na 1000 ml.

Na dalSi pufry jsem si musela nejprvéippavit zakladni Brittofiv-Robinsoriv
roztok. K gipraw jsem pouzila 2,73 ml 85% kyseliny fosfong, 2,31 ml 98% kyseliny
octové a 2,744 g HBOna 1000 ml roztoku (pouzila jsem sufistou vodu). K 50 ml

zakladniho roztoku jsentipala 29 ml hydroxidu sodného pro pufr o pH 7,646aml pro
pufr o pH 11,67. pH roztoku jsem #iila pH-metrem. Smichala jsem roztokiigch

latek a pufr v pordru 1:1 a zndtila spektralni vlastnosti podle postupuiegchozi ulohy.
(16).

3.3.3. Porovnani absotmich a emisnich spektaranych benzimidazdl

v zavislosti na polartrozpoustdla

31



Vzala jsem hydrogenfosfaieanovy pufr o pH 3 ziedeslého Ukolu a roztokydi&
v methanolu a acetonitrilu a prétila jsem spektra jejich sési s pufrem v porech 3:7,
1:1, 7:3 proti odpovidajicim slepym vzdrk.

3.3.4. Urceni optimalni §ky S€rbiny
Meéiila jsem fluorescenci hodnotyiBy Strbiny (spektralni pologky) 4; 2; 1 a 0,5
nm pro thiabendazol a 5-hydroxythiabendazol.

3.3.5. Porovnani spektralnich vlastnosti redukovaného nadmolu pipraveného
na FaF a redukovaného mebendazolu od firmy Jartssm@ceutica
Dostala jsem dva vzorky redukovaného mebendazetienlbyl syntetizovan na
fakulté, druhy byl zakoupen.ifpravila jsem jejich roztoky podle tab. 2 a prongtila

jejich absorpni a fluoresceni spektra

Tabulka €. 2: Priprava roztoka redukovanych mebendazai

Methanol Acetonitril

m [g] V [ml] m [g] V [ml]
MBZ-FAF 0,0018 100 0,0018 100
MBZ-OH 0,0013 100 0,0018 100
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4.VYSLEDKY A
DISKUZE
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4.1. Porovnani absotimich a emisnich spektaiznych benzimidazdl

v methanolu a acetonitrilu

4.1.1. UV-SPEKTROFOTOMETRIE
Pro jednotlivé latky jsem zé#&hla absorbanci jednak v methanolu, jednak

v acetonitrilu. VInové délky absatpich maxim jsou zaznamenany v tabuic8.

Tabulka ¢. 3: VInové délky absorgnich maxim (nm) jednotlivych benzimidazot.

T methanofacetonii

OXIBENDAZOL

CARBENDAZIM

THIABENDAZOL

5-
HYDROXYTHIABENDAZOL

REDUKOVANY
FLUBENDAZOL

BENOMYL

2-AMINOBENZIMIDAZOL

ALBENDAZOL

ALBENDAZOLSULFOXID

ALBENDAZOLSULFON

Z namefenych hodnot vinovych délek je patrné, Ze vliv mzfedla neni velky.

Tézko se hleda v malych rozdileckjaké pravidlo. Jednou vice pohlcujeresdi latka pi
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vySSi vinové délce v methanolu, jindy zas v acetibuni Nékdy je v rekterém rozpoustlle
oproti druhému absoépi maximum navic. VZzdy se ale &chto gipadech jednalo o
nevyrazné maximum, které v druhém rozpédi§t spektrofotometr uz jako maximum
nevyhodnotil. Mohuici, Ze aprotické rozpou&tlo acetonitril ani protogenni rozpo&gio

methanol] max vyznama neovliviiuji.

4.1.2. FLUORESCEN'Ni SPEKTROFOTOMETRIE

Pro kazdou latku jsem z#fila emisni spektra, kdy byly postuppouzity vSechny
zjisténé [Tmax absorpnich maxim v roli exciténich vinovych délek. Zjistila jsem, ze
vinova délka emisniho maxima vzdyistdva stejnd bez ohledu na hodnotu nastavené
excitani vinové délky. OvSem s klesajici hodnotou vinaéky excit&niho maxima
dochazi k hypochromnimu posunu. Tento jev n§, jeho vysétleni poskytuje
Jablonskiho diagram (17). V naSerfigadt miZe hodnota emisniho maxima slouzit jako
kvalitativni analyticky parametr s vyuzitim libova exciténi vinové délky. Pokud vSak
pouzijeme nejvySSil ex, intenzita emisniho #ni bude nejtsi, ¢cimz se zvysi citlivost
detekce, nap u HPLC. Jako fiklad uvadim spektra 2-aminobenzimidazolu v methano
(graf¢. 1). Z tohoto grafu neni jiz patrné zadné fluoessni spektrum fi [1 ex 211nm. Je
to tim, Ze intenzita tohoto #ni je asi 1400x mensSi ne# pastaveni na 283nm. Hodnota

maximalni emisni vinové délky je vSak stejna.

Graf €. 1: Fluorescerni spektra 2-aminobenzimidazolu v methanolu

2-aminobenzimidazol v methanolu
9 -
8 JdN
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© \ — excita¢nivinovéa délka
N 6 / \ 211 nm
§ S / \ —— excitaénivinova délka
:‘% 4 243 nm
5 3 / \ —— excita¢nivinovéa délka
5 | \ 283 nm
© 2 /
1
0 J/ : .
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vinova délka [nm]
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ProtoZze hodnoty emisniho maxima nezaviseji podiedgokladu na excitai
vinové délce, pracovala jsem dale jen s nejvySSkuita&nim maximem. Hodnoty
vinovych délek jsou v tabulcg& 4. Relativni intenzita fluorescence v daném ¢adnim

maximu je uvedena v zavorce.

Tabulka €. 4: VInové délky emisnich maxim (nm) pro studované

benzimidazoly v¢istém methanolu a Wistém acetonitrilu.

methanol acetonitril

OXIBENDAZOL 325 (0,64) 326 (1,90)
CARBENDAZIM 307 (0,35) 307 (0,75)
THIABENDAZOL 341 (0,15) 351 (0,40)
5- 393 (0,13) 388 (0,20)
HYDROXYTHIABENDAZOL

REDUKOVANY 311 (1,75) 313 (4,73)
FLUBENDAZOL

BENOMYL 306 (0,56) 312 (0,86)
2-AMINOBENZIMIDAZOL 316 (4,86) 315 (4,23)
ALBENDAZOL 341 (0,83) 341 (1,02)
ALBENDAZOLSULFOXID 321 (0,16) 329 (1,04)
ALBENDAZOLSULFON 317 (4,48) 317 (2,98)

Z tabulky ¢. 4 je patrné, Ze hodnoty emisniho maxink&swmy studovanych latek
v methanolu a v acetonitrilu se pdmd liSi. Obvykle dojde # zamené methanolu za
acetonitril ke slabému bathochromnimu posunu.c@pse chovéa 5-hydroxythiabendazol a
2-aminobenzimidazol. Zde dochézi k posunu hypsashimu. U 2-aminobenzimidazolu
je tento posun pouze o 1lnm. Vzhledem ktomu, ZdiSed spektrofluorimetru ip
nastavenych B{ach S&rbin obou monochromatbrje s touto hodnotou srovnatelné a
spektra byla skenovana s krokem 1 nm, je otazkda se ubec jedna o posun. Pokud se
snazime posoudit intenzitu fluorescence (coz vmaSdgipak mizeme, protoze
koncentrace latek jsou prakticky stejné§tSina latek se chova jako stkamniny, které

obsahuijici ve své strukei benzenoveé jadro (1). Intenzita fluorescenceéj8ipro latku

36



v acetonitrilu. Vyjimkou jsou latky 2-aminobenzinaizbl a albendazolsulfon, které vice
fluoreskuji v methanolu. Chovaji se jako sleniny obsahuijici ve strukite azaren. U 2-
aminobenzimidazolu nic nebrani orientaci aminoskyplo roviny imidazokového jadra,
coz umoauje za&lereni orbitalu volného elektronového paru dusiku donatickéhon-
elektronového systému. Toreggmé vyznamnou rrou zesiluje piklon této latky

k charakteru azarén pokud jde o powr intenzity fluorescence v methanolu a v
acetonitrilu. V grafu¢. 2 jsou zobrazena emisni spektra albendazoluy kieenzivreji

fluoreskuje v acetonitrilu, a albendazolsulfonwergtnaopak vykazuje vyssi fluorescenci
v methanolu.

Graf €. 2: Porovnani intenzity fluorescence v emisnim maxu u

albendazolsulfonu a albendazolu v jednotlivych rozpustdlech.

5
4.5
4
3,5
£ 3 ABZ-SO2 v MeOH
‘E 25 /\ —— ABZ-SO2 v ACN
S 2 / \ ABZ v MeOH
% 1.5 / \\ —— ABZ v ACN

s s\

O I T 1
_0,53(10 350 400 450

vinova délka (nm)

Tabulka ¢. 4 umoiuje porovnavat emisni maxima latek mezi sebou.

N 1

Hodnota emisni vinové délky je nejvyssi u 5-hydtbigbendazolu. Ze srovnani vinovych
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délek emisnich maxim 5- hydroxythiabendazolu ahbmazolu vyplyva, Ze vstupem
hydroxylové skupiny do polohy 5 na aromatickém kruldochazi k razantnimu
bathochromnimu posunu emisniho maxima. Hydroxyl Zdmkuje jako vyznamny

auxochrom, tedy substituent na fluoroforu, kteryisgbuje posun maxima ve spektru.
Postupnéa oxidace na atomu siryiippdt albendazolu a jeho metabéliede naproti tomu

ke znatelnému hypsochromnimu posunu.

V grafué. 3 jsou emisni spektra studovanych latek v actthni

Graf ¢. 3: Fluorescerni spektra studovanych benzimidazai v acetonitrilu.
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Na grafuc. 4 je velice zajimavé spektrum albendazolsulfoxi@hova se
jako by v sob m¢l dva rozdilné fluorofory. V jeho spektru jsou peirdva pekryvajici se
emisni pasy. Albendazolsulfoxid vznikd metabolizabendazolu. Oxidace dale pokuge
a albendazolsulfoxid sefgmenuje na albendazolsulfon (viz. 2.1.5.4.). Pokud si
prohlédneme emisni spektréchito ti latek, pisobi spektrum albendazolsulfoxidu jako

mezistupé. Tyto fi latky se liSi mirou oxidace na atomu siry. Toptustupnou oxidaci
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dochéazi ke zin¢ polarity a dipdlového momentu molekuly, coZz mangmny vliv na

emisni spektrum.

Graf ¢.4: Emisni spektra albendazolu a jeho metabolit v acetonitrilu.
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KdyZz vezmu v Uvahu vliv rozpou&tel methanolu a acetonitrilu na emisni spektra,
neni \&tSinou nijak vyrazny, pokud jde emisniho maxima, ani jde-li o intenzitu
fluorescence. Nefize se vSak zcela zanedbat a pro kazdou latku fel@tané vlastnosti
zmefit. Ke zménam nize dochazet nejen vlivem rozdilné viskozity rozpéde, ale také
z daivodu interakci mezi rozpousllem a I€ivou latkou, coZ souvisi se strukturou

fluoreskujici latky.
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4.2. Porovnani absotmich a emisnich spektaianych

benzimidazal v zavislosti na pH.

4.2.1. UV- SPEKTROFOTOMETRIE

Benzimidazolové slateniny mohou reagovat jako kyseliny i jako zasadptqre
obsahuji bazicky i kysely dusikovy atom. TudiZépa pH nmiize ovlivnit i spektralni
vlastnosti, protoZze dochazi k protonizactjppdré deprotonizaci a nasleéirke znené
polarity fluoreskujicichtastic. Kdyz se podivame na tabulku5, je patrne, Ze absdrg
maximum s rostoucim pH roste. WtSiny latek je hlavé vysoka absorbance pro pH
11,67. Je to tim, Zed&o pii tomto pH od&tpi vodik a vyskytuje se v ionizované fafm
Tato forma vykazuje oproti neionizované bathochromosun. Bathochromni posun je
vyrazrejSi u benzimidazdl, které obsahuji auxochromni skupiny v poloze 5.tde
zpisobeno interakci volného elektronového pérut <lektronovym systémem

aromatického kruhu (18).

Tabulka €. 5: VInové délky absor@gnich maxim (nm) jednotlivych benzimidazot
v zavislosti na pH.

methanol acetonitril
pH pH pH pH | pH pH
300 | 764 | 11,67 |3,00| 7,64 | 11,67
OXIBENDAZOL 199 211 214 197 | 222 224
293 245 302 209 | 246 255
294 294 | 296 304
CARBENDAZIM 200 211 215 194 | 221 223

221 241 251 208 | 242 253
282 285 288 282 | 285 294

THIABENDAZOL 204 211 213 198 | 210 212
242 235 235 243 | 235 235
300 241 299 300 | 242 241
299 299 299

5-HYDROXYTHIABENDAZOL | 205 211 214 203 | 212 214
251 247 232 251 | 248 233
317 313 260 318 | 314 343

341
REDUKOVANY 219 223 225 217 | 221 224
FLUBENDAZOL 287 290 256 287 | 291 258
298 304
BENOMYL 217 222 223 217 | 222 224
282 285 252 281 | 285 253
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293 292 293 294
2-AMINOBENZIMIDAZOL 206 212 214 205 | 214 215
274 241 242 275 | 243 243
280 281 282 282 282
ALBENDAZOL 219 222 222 219 | 222 222
295 295 308 296 | 296 268
310
ALBENDAZOLSULFOXID 220 225 226 219 | 224 225
291 292 306 291 | 292 308
ALBENDAZOLSULFON 216 221 225 213 | 221 224
290 291 305 290 | 291 306

4.2.2. FLUORESCEN'Ni SPEKTROFOTOMETRIE

Pri porovnani fluorescamich spekter grenych roztok je patrné, Zze emisni
maxima rostou se zvysujicim se pH (t&l6). Ot to miZe byt dano z&nou pongru
ionizované a neionizované formy a takeé interakém&ioo elektronového paru ze
substituentu benzenového kruhu alektrony benzenového kruhu. Z velié&sti je posun
Tlem dan rozdilnymil ex. KdyZ toto zohlednime, dochazi k slabému bdttwuonimu
posunu pi stoupajicim pH. Nejtsi bathochromni posun je pgéw ttch benzimidazd,
které maji auxochromni substituenty.

Razantni zvySeni emisni vinové délky u 2-aminolreidazolu i zméne pH
z 3,00 na 7,64 Ize patfpri¢ist na vrub protonizaci deprotonizaci aminoskugiimgZ se
vyrazre meni struktura fluoroforu, polarita a dipdlovy momenolekuly.

Objektivre je trebatici, Ze kvalitativni chemické sloZeni se shodujezeou pufé o
pH 7,64 a 11,67 (Brittonovy-Robinsonovy pufry),imato pro pH = 3 byl pouZit pufr
fosfatovy. Divodem je, Ze fosfatovy pufr o pH = 3dasto pouzivanipHPLC analyzach.

Pti posuzovani vlivu pufr o iizném pH jeiteba mit na pai, Ze zde mohou hrat
roli dva faktory. Jednim je samotny elektrostatioky rozpoustdla, ktery je dan jeho
iontovou silou, coZ v naSentipad® znamena, Ze tento vliv sili se stoupajicim pHptieb
iontova sila pouzitych puirse s pH zvySuje. Druhym faktorem je samotné hadpb,
ktera ovliviiuje miru protonizace molekul. K tomu je§iistupuje schopnost metanolu
vytvéret vodikoveé nistky s atomy dusiku na heterocyklech. Vzhledenmkutoze podle
tab. 6 nejsou zasadni rozdily v ngamych hodnotach emisnich vinovych délek latek
v roztocich, které obsahuji methanol a v roztoditéré obsahuji acetonitril, jgegme vliv
tvorby vodikovych mistki metanolem vyraznpotlaten. To, jaky vliv bude mit zvySeni
polarity prostedi na fluorescemi spektra, zavisi na tom, zda dochazi k wyaa

piechodem elektronu z antivazebnéharbitalu do nevazebného orbitaltf (~n prechod)

41




nebo z antivazebnéhoorbitalu dor vazebného orbitalutf —x prechod). V prvnim

piipadt dochazi g zvySeni polarity rozpoudtila k hypsochromnimu posunu, v druhém
piipadt k posunu bathochromnimu. Podle tab. 6 jde tétinou u studovanych latek o
piechodyn* —m. To jsou pechody charakteristické pro aromatické uhlovoddagem i u
heterocyklickych uhlovodikje moZné je pozorovat tehdy, dojdedispbenim polarity
prostedi k energetickému zvyhoem &chto gechod (1). Z nazn&eného trendu se
vymykaji oxibendazol, 5-hydroxythiabendazol, benbmglbendazol, kdyippH 7,64 je
emisni maximum nizsi neziigpH 3. Jako fiklad uvadim emisni spektrum albendazolu v
ACN (graf¢. 5). To je mozné vystlit ziejmé vyznamnou protonizacéthto molekul pi

nizkém pH.

Tabulka €. 6: VInové délky emisnich maxim (nm) jednotlivychbenzimidazoli

v zavislosti na pH

methanol acetonitril

pH pH pH pH | pH pH

3,00 | 7,64 | 11,67 |3,00| 7,64 | 11,67
OXIBENDAZOL 328 325 339 327 327 339
CARBENDAZIM 303 307 323 304| 306 329
THIABENDAZOL 349 355 353 347| 355 353
5-HYDROXYTHIABENDAZOL | 403 396 432 406| 398 408
REDUKOVANY 309 311 328 309 313 329
FLUBENDAZOL
BENOMYL 309 305 327 310 307 329
2-AMINOBENZIMIDAZOL 296 319 319 298| 317 317
ALBENDAZOL 347 345 355 345| 343 353
ALBENDAZOLSULFOXID 323 323 355 321 321 356
ALBENDAZOLSULFON 317 319 349 317 319 350

42



Graf ¢&. 5: Zavislost fluorescence na pH u albendazolu v@N.
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4.3. Porovnani absotmich a emisnich spektaianych

benzimidazal v zavislosti na polagdtprostedi

Zjistené hodnoty absogmich a emisnich maxim jsou shrnuty v tabuic@. Podle
vlivu polarniho rozpoustla na vinové délky emisnich maxim bychom latky fhoh
rozclit do dvou skupin. V prvni skupéne vliv polarniho rozpoustla maly, dochéazi jen
k slabému hypsochromnimu posunu. Vinové délky asdch a fluorescamich maxim
se vyznamé neneni. Vyzname vSak roste intenzita fluorescence. Graé zobrazuje vliv
polarniho rozpoustla na fluorescenci albendazolsulfonu. Intenzitarféscence vzotkse
zvySujicim se obsahem pufru rostiegioZe koncentrace benzimidazolu v daném vzorku
se zvysujicim se obsahem pufru klesa. Mezi taktthegajici se latky p#tcarbendazim,
redukovany flubendazol, 2-aminobenzimidazol, allaaatsulfoxid a albendazosulfon.
Toto chovani je nejednoz&r@. Hypsochromni posun ukazuje na preferehebn
piechodu pi emisi, ale vzestup intenzity fluorescence tomodpovida. Oba jevy vSak
fadi tuto skupinu latek spiSe ke slenindm azarenového typu.

V druhé skupit dochazi vlivem rostouci polarity k bathochromnimu
posunu ve spektrech emisnicbaato i v spektrech excitaich. Takto se chovaji
sloweniny azarenoveho typu, u nichz je vlivem piredi energeticky vyhodysi prechod
n* —71 nez gechodr* —n.. U oxibendazolu, albendazolu benomylu a 5-
hydroxythiabendazolu dochazi dokonce vlivem poléngrostedi ke vzniku nového
emisniho pasu (vinova délka maxima tohoto paswéelena v tabulce v zavorce), u
kterého s rostouci polaritou roste i intenzitéep& Nejvice je to patrné u 5-
hydroxythiabendazolu (gr&f 7). Vznik nového emisniho pasuibe sedcit o zmené
struktury excitovaného stavu v zavislosti natménpolarity prostedi.
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Tabulka €. 7: Excitaénich vinové délky a vinové délky emisnich maxim (njnv

zavislosti na obsahu polarniho a nepolarniho rozpaidla.
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Graf ¢&. 6: Zavislost fluorescence na polaré rozpousgdla u albendazolsulfonu.
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Graf ¢&. 7: Zavislost fluorescence na polaré rozpousgdla u 5-hydroxythiabendazolu
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4.4. Uréeni optimalni §ky S&rbiny

Pfi zmensSovani ky S&rbiny dochazi k fesrgjSimu prokresleni spekter, ale na
ukor intenzity. Proto jeidezité zvolit kompromis. Spra¥rby mela byt Stka S€rbiny mala
ve srovnani s polovinouikly absorgniho pasu, ale séasré co nejétsi, aby bylo ziskano
spektrum s co nejvyssi intenzitou, s co nejlep¥amneim emisnich pés

Orient&nim mefenim jsem zjistila, Ze emisni spektra ziskana tamasou Fkou
Strbiny 0,5 a 1 nm jsou natolik nevyrazna, Ze je @@auzit. DalSi k¥eni bylo proto
smefovano k §kam Serbiny 2 a 4 nm.

Porovnala jsem fluorescenci thiabendazolu a 5-hggdhiabendazoluip raizné
Sitce SErbiny, abych zjistila, ktera &a je pro néteni vyhodgjsi. Dalezité je sledovat, zda
pii zmeéne Sitky Srbiny nedochazi ke zéné tvaru spektra. To fdZze nastat nagklad (i
zmenSovani #y S€rbiny, kdy se niZze jediny emisni pas ro&it na nikolik mensich
pad, které charakterizuji vibrace fluoroforu. Podlgadavki na spektralni gieni je
tteba volit vhodnou kvalitu prokresleni spektra atdt@snou intenzitu emisniho gni.
Kdyz porovnam fluorescenci na grafu8, kde probhlo nefeni @i Sirce Strbiny 4, a
fluorescenci na graftL 9, kde byla $ka Strbiny 2, vidim, Ze pro benzimidazoly je

vhodné ndtit pii Sitce S€rbiny 4 nm, protoZe zUzenimegbiny uz nedoslo k posunu vinové

délky a emisni z&ni je intenziviyjSi, spektra jsou hladka a delprokreslena.

Graf ¢. 8: Fluorescence TBZ a 5-OH-TBZ pi Sirce S€rbiny 4 nm.
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Graf €.9: Fluorescence TBZ a 5—OH-TBZ pi Siice S€rbiny 2 nm.
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4.5. Porovnani spektralnich vlastnosti redukovaného nudm®lu

pripraveného na FaF a redukovaného mebendazolumd Jiansen

Pharmaceutica.

Pfi porovnani spekter edukovaného mebendazabou zdraj (tab.c. 8), je vidt,
Ze se maximalni hodnoty excitd i emisni vinové délky shoduji. Trochu se 1i% pialSi
[l absorpnich maxima, coz fZe byt dano malym zgtenim. [Jem se térx shoduiji,
intenzita fluorescence se pud liSi, cozZ je dano ne zcela stejnou koncentégoia ve

vzorcich (grak. 10).

Tabulka ¢. 8 : VInové délky absorgnich a emisni maxim (nm) pro redukovany
mebendazol.

Methanol Acetonitril

Aex (nm) Aem (nm)) Aex (nm) Aem (nm)
Redukovany 226 311 217 313
mebendazol 246 249
syntetizovany na fakudt 290 291
Redukovany 221 312 218 313
mebendazol 290 249

291

Graf €. 10 : Fluorescence redukovaného mebendazolu
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Redukovany mebendazol ma podobné vlastnosti jakakoerany
flubendazol. Ve strukte se liSi jen atomem fluoru, ktery ma vSak na spéktvlastnosti
maly vliv. Redukovany mebendazol jsem ¢gdtonttila stejnym zisobem jako ostatni
latky v ukolu¢. 3, abych zjistila, jestli redukovany mebendazél vtastnosti aromatickych
uhlovodiki nebo azaren Z grafué¢. 11 vypliva, Ze se jedna o st@minu typu azaren
protoze se zvySujici polaritou rozpotdith se snizuje hodnota maximalni emisni vinové
délky a je tedyitba uvaZzovat ofpchodech typu* —n pri fluorescenci. Tento fakt ép
dokazuje podobnost s redukovanym flubedazolem. bliydemisnich maxim latky
piipravené na fakuitse ve vSech s¢sich rozpousgtla s pufrem shoduji s hodnotami

emisnich maxim zakoupeného redukovaného mebendg@abld. 9).

Tab. ¢. 9: Excitaéni vinova délka a vinové délky emisnich maxim (nmi
mebendazolu

MeOH
MeOH:pufr
7:3
MeOH:pufr
1:1
MeOH:pufr
3.7
ACN
ACN:pufr
7:3
ACN:pufr
1:1
ACN:pufr
3.7

REDUKOVANY
MEBENDAZOL

REDUKOVANY
MEBENDAZOL-FAF

REDUKOVANY
FLUBENDAZOL
(FLB)
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Graf ¢. 11: Fluorescerni spektra redukovaného mebendazolu v zavislosti na

polarit é prostiedi.
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5. ZAVER

V této diplomové préaci byly zkoumany spektralnistteosti benzimidazal Bylo
proméieno desetiiznych latek se spalaym benzimidazolovym zakladem, ale rozdilnymi
substituenty. Samotna struktura ma na alisor@ emisni maxima vyznamny Vvliv.
Absorgni a fluorescetni spektra jednotlivych latek jsowtéinou od sebe tak odliSna, ze
se spektralni data mohou byt zohléam i identifikaci. Bylo zajimavé pozorovat, které
substituenty maji na absorbanci a fluorescenciduzdttomni a které hypsochromni vliv.
NejvySSi hodnota emisni vinové délky je u 5-hydtbigbendazolu. Ten maiimo na
benzenovém jde vazanou -OH skupinu, ktera je tmkoplanarni s aromatickym kruhem
a Zejm¢ zasadwn ovliviiuje spektralni chovani této latky. Na ¢pa strag, s maximem
vyrazré posunutym k niz§im vinovym délkdm, se nachazi dwadlzim, redukovany
flubendazol a redukovany mebendazol. Pokud by fidbeol a mebendazol nebyly
redukovany, nevykazovaly by Zadnou fluorescencijeTdano pravépodobr piitomnosti
ketoskupiny.

Spektralni vlastnosti jsou vyznasrovlivnény rozpoutdlem. Bylo zajimavé
pozorovat, které benzimidazoly maji intenzij fluorescenci v protogennim methanolu,
a které v aprotickém acetonitrilu.é8ina se chova jako latky obsahujici benzenovou
strukturu, tedy intenzivjSi emisi zéeni vykazuji v acetonitrilu. Jako sk®niny
obsahujici dusikaty heterocykl se chovaji 2-aminabeidazol a albendazolsulfon, které
vice fluoreskuji v methanolu. Z&mou tchto dvou rozpoustlel nedochazi vSak
k takovym zngnam jako pi zmeéné pH nebo polarity progedi.

Benzimidazoly se mohou chovat jako kyseliny i ja@ésady, proto jejich vlastnosti
jsou velice ovliveny pH prostedi. Ri zvySovani pH dochaziétsinou k bathochromnimu
efektu. Nekdy je @i pH 7 vinova délka maxima nizSi ne#i pH 3, coz ovliviuji
acidobazické vlastnostmi latky. Je to dano pr@am ionizované a neionizované formi p
daném pH.

Pokud zvySujeme polaritu préstli, benzimidazoly reaguji 8ma zmsoby. Prvni
skupina je polaritou ovliwna jen malo. Srostouci polaritou dochazi k slabému
hypsochomnimu efektu a vzestupu intenzity fluoresee Avsak i zde Ize usuzovat na
nezanedbatelnéupobeni heterocyklick€asti molekuly. Zajima§Si je pozorovat vliv
polarity na spektralni vlastnosti druhé skupinyzemdazoli. ZvySeni polarity fidavkem
pufru vede k bathochromnimu efektu. &kterych (5-hydroxythiabendazol, oxibendazol,

benomyl a albendazol) dochazi ke vzniku dalSiheseiho pasuipvyssi vinové délce. i
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zvyseni polarity roste intenzita fluorescence tohmdsu. To jsou zanky chovani steain
azarenového typu.

Spektralni vlastnosti benzimida#olse mohou vyuZit k analyze ¢lé. V této
diplomové praci jsem je vyuZila ke kontrole vzorkktery obsahoval redukovany
mebendazol. Porovnanim jeho spektralnich vlastnastiastnostmi redukovaného
mebendazolu vyrobného firmou Jansen Pharmacew®a jmohla konstatovat, Ze se
opravdu jednalo o redukovany mebendazol.

V praxi je vSak ¢asto poteba analyzovat vzorky obsahujici benzimidazoly
v mnohem mensi koncentra€lasto se vyuziva HPLC, kde nejprve dojde k sepaésicy
na kolorg. Poznatky ztéto prace se mohou uplatrit ywlbé vhodnych detaknich
podminek na UV detektorech nebo na fluorego@h detektorech. Zaroiese ukazuje, Ze
peclivé testovani a vhodna volba detekich podminek mohou vyznaghivysit citlivost
pouzitych metod. Je jeStvhodné poznamenat, Zdiposuzovani, zda se spektralni
vlastnosti studovanych latek blizi spiSe aromatickyhlovodiKim nebo sloteninam
heterocyklickym (azareim), byla ¥tSi pozornost &nhovana spekiim emisnim. Podle
literatury (1) totiz vstup heteroatomu do aromagicitruktury mé relativhmaly efekt na

absorgni spektrum, ale vyrazny vliv na emisni spektrum.
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