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Introduction
Macroscopic thermodynamics of equilibrium referred to
as classical thermodynamics is concerned with macroscopic
states of matter, with experimentally observable properties
and with energetics of systems exchanging heat, work and/or
matter with the surroundings. It rests on two fundamental laws:
the balance of energy and the so-called second principle. The
latter introduces two new concepts, absolute temperature and
entropy, and states that entropy never decreases in an isolated
system. Classical thermodynamics does not enquire into the
mechanism of the phenomena and thus is unconcerned with
molecular structure of the systems under investigation. It is
a theoretically well founded theory and in the practice a very
successful method.

Classical thermodynamics is restricted to equilibrium si-
tuations. It is correct for equilibrium systems, for reversible
(equilibrium) processes and for processes between equili-
brium states. Absolute temperature and entropy are defined
rigorously and unambiguously only in equilibrium. Outside
equilibrium, entropy enters the theory through an inequality
only and it is not uniquely defined. The relationships in
classical thermodynamics between state variables (e.g. the
Gibbs equation) lose their validity in nonequilibrium. The
range of application of classical thermodynamics is therefore
very narrow. It is in particular unable to describe situations far
from equilibrium and the behaviour of continuous systems or
of complicated materials (materials with memory, nonuniform
systems, etc.). Their treatment falls under the head of thermo-
dynamics of irreversible processes which originally tried to
overcome these difficulties in two ways: either the existence
of absolute temperature and of entropy outside equilibrium
was simply assumed or different hypotheses, for example the
local equilibrium, were used.

Unlike classical thermodynamics, which is one universal
theory, thermodynamics of irreversible processes presents
several faces. We shall review besides classical irreversible
thermodynamics only the most important macroscopic theo-
ries, the extended irreversible thermodynamics and the ratio-
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nal thermodynamics. Some other theories, such as the so-cal-
led entropy-free thermodynamics or the theory of hidden varia-
bles, will not be discussed as they are of a rather special nature.
In addition to the phenomenological macroscopic theories
there exist also microscopic theories of irreversible thermody-
namics. They facilitate a deeper insight and their importance
will in our opinion still grow in the future. We mention the
methods based on the kinetic theory of gases and on the
fluctuation theories, and in particular the more general me-
thods and theories rooted in nonequilibrium statistical me-
chanics. For example, the linear response theory based on the
fluctuation-dissipation theorem which relates the phenome-
nological parameters to the nature of microscopic dynamics
and fluctuations. These theories lie beyond the scope of this
treatise, however, and they will not be analyzed here.

2. Classical irreversible thermodynamics“_s’10

Classical irreversible thermodynamics (CIT) as developed
by Onsager, Prigogine (Nobel prize for chemistry in 1968 and
1977) and many others, forms the base for all the later formu-
lations of irreversible thermodynamics. It has to be empha-
sized that it is based on the concept of local equilibrium. This
fundamental hypothesis assumes that the system can be split
mentally into cells which are sufficiently large to be treated as
macroscopic thermodynamic subsystems but, at the same
time, sufficiently small that equilibrium is very close to being
realized in each cell. The hypothesis thus postulates that the
local and instantaneous relations between the thermal and
mechanical properties of a physical system are the same as for
a uniform system at equilibrium. This implies that all the
variables of equilibrium thermodynamics remain significant
and that all the relationships of classical thermodynamics
between state variables remain valid outside equilibrium pro-
vided that they are stated locally at each instant of time. That
means particularly that entropy outside equilibrium depends
on the same variables as at equilibrium and that the Gibbs
equation is here correct.

The central concept of CIT is the rate at which entropy is
produced during an irreversible process. It has been since the
origin of irreversible thermodynamics related experimentally
to the well-known empirical laws like Fourier’s, Fick’s or
Ohm’s. The rate of local entropy production ¢ follows from
the general balance equation of entropy

a(aps) = V., +psV)+0 (1)
1
with

=0 (2)

Here p is the mass density, s is the local specific entropy,
J. is the local entropy flux and v is the velocity field. V means



Chem. Listy 96, 271 — 275 (2002)

the nabla operator and it is worth noticing that the flux J
contains two terms: the first is connected with heat conduction
and the second arises from the diffusion. Relation (2) is in
agreement with the second law of thermodynamics. The basic
distinction is here between reversible and irreversible pro-
cesses, since only the irreversible ones contribute to entropy
production.

Our objective is now to explicitly calculate the local rate
of entropy production in terms of the “force” that drives an
irreversible process and of the response to this force, the
“flux”. Since the local-equilibrium hypothesis allows us to
write Gibbs equation locally for any time, the suitable starting
point is this equation in terms of time derivatives,

Té =i +pi—Y W (3)
k

Here the lowercast letters s, u, and v indicate extensive
quantities per unit mass, L, is the chemical potential of the
constituent k and ¢, the mass fraction of k. Replace u, v, and
¢; by the appropriate balance equations, and after rearrange-
ments one obtains for ¢ an expression which contains six
different effects: the first is related to heat conduction, the
second to matter flow (diffusion), the third and fourth to
mechanical dissipation (viscosity), the fifth to chemical reac-
tion and the sixth to electrical currents.

We shall not write out this complicated equation (see
Chapter 3), but emphasize rather the following important
result: all the terms it contains have the character of a sum of
the products of thermodynamic fluxes J, (for example heat
flux, diffusion, chemical reaction) and of conjugated generali-
zed forces X, (gradients of temperature, gradients of chemical
potential, affinities). Thus the basic formula for the rate of
entropy production of the irreversible process can be written
in the simple form,

o= /X, (4)
K

That means, the rate of production of entropy is the sum
of products of each flux with the associated force. Evidently,
all J, and X, vanish at equilibrium.

The existence of a non-negative entropy production is one
of the main points underlying CIT. The further is the existence
of linear constitutive laws. They postulate that the fluxes J; and
the generalized forces X are related linearly:

Ji= Y LX, (5)
j

Equations (5) are called phenomenological equations and
the coefficients L; phenomenological (kinetic) coefficients.
This scheme automatically includes the empirical laws men-
tioned above. Experimental evidence and theoretical conside-
rations in statistical mechanics have confirmed that a wide
class of processes can be described by means of linear relations
between fluxes and forces. This is true in particular for trans-
port processes.
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The phenomenological coefficients are subject to the rule
of selectivity limiting the possibility of interference between
irreversible processes of different tensorial character and they
are dominated by the Onsager reciprocal relations which state
that

L, (6)

It is, when the flow J; corresponding to the irreversible
process i is influenced by the force X; of the irreversible
process j, then the flow J] is also influenced by the force X,
through the same coefficient.

The Onsager relations belong to the most significant re-
sults of CIT. They were originally based only on experiments,
but they are motivated today usually on a molecular base and
were shown to be a consequence of the time-reversal invari-
ance of the microscopic dynamics. The validity of these rela-
tions has been challenged on the microscopic level, but they
are generally accepted to be correct at the macroscopic level.
Experimental tests showed that they are a particularly power-
ful tool for linear processes and for studying coupled pheno-
mena, like thermodiffusion, thermoelectric and thermomag-
netic effects.

CIT is the most successful method of irreversible thermo-
dynamics and it turned out to be very useful in many practical
situations. Its current tasks are the linear transport phenomena,
the coupled phenomena, the mixtures and chemical kinetics.
It must be conceded however that the theories underlying it
are not general and are of an approximative character. They
are correct only near equilibrium and the hypothesis of local
equilibrium is only consistent with local and instantaneous
relations between fluxes and forces. There are also several
limitations on the microscopic level, but they will not be
discussed here. Efforts have been made to enlarge the range
of applications of CIT and they led to the formulations of the
following new theories.

3. Extended irreversible thermodynamics9’10

Extended irreversible thermodynamics (EIT) is the last
variant of irreversible thermodynamics. Its principal objective
is to go beyond the local equilibrium hypothesis by generali-
zing the classical theory. EIT is not a universal theory, but
assumes many faces. The generalized macroscopic formula-
tion which represents the core of the whole theory, is corrobo-
rated from a microscopic point of view by the kinetic theory,
nonequilibrium information theory and other formulations of
nonequilibrium statistical mechanics. In addition, an axio-
matic version of EIT has been proposed which is formu-
lated along the line of thought of rational thermodynamics
(see Chap. 4) and borrows some methods and concepts of it.
In this article we shall sketch out only the generalized macro-
scopic version and we shall follow mostly the method of
Lebon.

Macroscopic EIT enlarges the CIT and this is achieved in
two ways:

1. The theory introduces besides the classical thermodyna-
mic variables, such as density, concentration, temperature,
as new independent variables some nonequilibrium quan-
tities taking the form of the heat flux, the viscous pressure
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tensor, the flux of matter, the flux of electric current, etc.
These “complementary* variables are then treated on the
same level as the usual classical variables.

To compensate for the lack of evolution equations, supple-
mentary rate equations for the dissipative fluxes are intro-
duced, in addition to the usual balance equations of mass,
momentum and energy. These rate equations are compa-
tible with the second law of thermodynamics. Whereas the
evolution equations for the classical variables are given by
the usual balance laws, no general criteria exist concerning
the evolution equations of the dissipative fluxes. A natural
way to obtain them from a macroscopic base is then to
generalize CIT.

We outline now the formalism. The central role plays here
the entropy. We assume that the system depends locally not
only on the classical variables, but also on the dissipative
fluxes which we regard as independent variables. It is worth
noting that these fluxes, and also generalized forces, in equa-
tions of EIT are not necessarily scalar quantities but they
represent vectorial and tensorial quantities as well. For sim-
plicity, we restrict ourselves in the next discussion to a pure
Stokesian fluid, where only heat flux q and bulk viscous
pressure p" are taken as supplementary independent variables,
and for this special case we have for the generalized entropy
the relation

s=su,v,q,p") (7)

Here u and v have their usual meaning and the specific
entropy s is an additive and positive quantity. From the diffe-
rential form of eq. (7) we arrive to the generalized Gibbs
equation (in Lebon’s notation)

ds = T"'du + T"'pdv — T"'v(0,q .dq + op"dp”) (8)
which is the central thermodynamic result of EIT for the case
of a Stokesian fluid. We note that eq. (8) is useless unless we
have identified the parameter o in physical terms. This is done
with help of the evolution equations of the fluxes.

The theory of EIT yields farther an expression for the
generalized entropy flux and in particular for the entropy
production which has the structure of a bilinear form similar
to eq. (4) in CIT, but contains additional terms depending on
the time and space derivatives of the fluxes. The nonequili-
brium absolute temperature and the nonequilibrium thermo-
dynamic pressure are introduced and in terms of them the
nonequilibrium equations of state are derived. Of special
interest are the supplementary rate equations for the dissipa-
tive fluxes which compensate for the lack of evolution equa-
tions. They are original but contain unfortunately besides the
o coefficients several new coefficients which must be identi-
fied on physical grounds.

EIT provides a link between thermodynamics and dyna-
mics of fluxes, and it is especially useful in describing systems
with relatively long relaxation times, e.g. solids at low tempe-
ratures, superfluids, some viscoelastic fluids, etc. The state-
ments behind it are confirmed by the kinetic theory of gases
and by statistical mechanics.

It may be asked what are the reasons for choosing the
fluxes rather than the gradients of the classical variables as
new independent quantities. This question has been answered
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by Lebon as follows. The fluxes are associated with well
defined microscopic operators and they are advantageous for
slow and steady state phenomena. By expressing entropy in
terms of the fluxes the classical theory of fluctuations can be
easily generalized.

The formalism of EIT has been the subject of some criti-
cisms. In particular:
Every dissipative flux is considered as a quantity charac-
terized by a single evolution equation. However, this is in
practice not always the case.
There exist still other “additional” variables and variety of
evolution equations for the fluxes as well.
Entropy is regarded as an analytical function of the fluxes,
but this is not an essential assumption and non-analytical
developments have been proposed.
EIT is no longer compatible with the concept of local
equilibrium (for example the memory for temperature), the
status of entropy and the validity of the Gibbs equation
in nonequilibrium are therefore controversial (see Chap-
ter 4).

4. Rational thermodynamicsg_14

This theory is not a current thermodynamic theory but
nonlinear thermomechanics of continuous media and it is
drastically different from CIT. However, since it is very gene-
ral, it takes the classical method for its linear approximation.
It is a phenomenological and macroscopic theory which igno-
res the molecular structure and it is also a mathematical theory.
Its structure is clear and logical, and the formulation of the
results is exact and free from ambiguities.

The concept of local equilibrium is abandoned and for the
characterization of a system the new concept of memory is
introduced. The behaviour of the system is thus determined
not only by the present value of the variables but also by the
whole history of their past value. Main objective of rational
thermodynamics is to provide a method for deriving constitu-
tive equations which serve for a most faithful description of
actual physical processes. It operates with a certain number of
axiomes and this point has been often criticized in the sense
that “it uses a set of a priori postulates and constitutive func-
tionals for defining a thermodynamic body* (S. Lengyel,
1984). Finally, rational thermodynamics is not one universal
theory but rather a working programme.

The method of rational thermodynamics resembles to that
of mechanics:

1. Selection of quantities describing the system (primitive
concepts and concepts defined in terms of them).

2. General laws or balances valid for all the sphere under
investigation (e.g. the first and the second law, balance
laws of mass, momentum and energy).

3. Construction of constitutive equations (it is a sort of gene-
ralized equations of state formulated in an abstract form).

4. Application of constitutive postulates, which are used for

a general formulation of constitutive relations.

The searched solution of the task under consideration
consists in the insertion of constitutive equations in general
laws or balances ad 2. It leads to differential equations which
must be solved hereupon.

The constitutive postulates are for rational thermodyna-
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mics characteristic, they serve mainly to restrictions of consti-
tutive equations and help to find their ultimate forms. In
particular, the constitutive equations must meet these postu-
lates which are usually called “principles®, but some of them
are only useful rules. Of special interest for thermodynamics
is the principle of admissibility, called also the entropy prin-
ciple, which opened a way to construct rational thermodyna-
mics. We mention further the principle of equipresence (con-
cerns the presence of variables in constitutives), the principle
of objectivity (frame independence), the principle of local
action (influence of neighbourhood), the principle of memo-
ry (heredity) and the principle of symmetry. The above axioms
are general enough to be applied to all constitutive equations.

We now outline the method of rational thermodynamics
on the example of the celebrated theory of Silhavy which will
be presented in simplified terms.

The theory first introduces a new concept called the heat
distribution which informs us how much heat was exchanged
at each empirical temperature and it is of importance in the
framework of the second law. Second, four postulates con-
cerning the properties of the thermodynamic system under
investigation are claimed and two more for the universe. The
postulates for the system which is in the theory considered as
a closed one, concern the work, the heat distribution and the
processes taking place in the system, and the postulates for the
universe formulate its closeness and completeness, respec-
tively.

The core of the formalism are the very original and clever
definitions of the first and the second laws of thermodynamics.
Since they are formulated exclusively in terms of the primitive
notions of heat, work, empirical temperature and in terms of
cyclic processes, their experimental verification is at least in
principle possible.

The first law is postulated as assertions about the nonexis-
tence of perpetual motion of the first kind: In any cyclic
process the system can perform work w if and only if it absorbs
heat ¢:

w<0&g>0 (9)

The second law is formulated as the postulate of the
impossibility of the perpetual motion of the second kind: In a
cyclic real or ideal process the system can absorb heat only if
it emits some heat, i.e.,

g>0=4g >0 (10)
where ¢* is the heat absorbed and ¢~ the heat emitted during
the process.

From the postulate (9) and those about the thermodynamic
system and the universe follow these logical consequences:
The existence of the mechanical equivalent of heat, J, of a state
function called the internal energy, U, and of the balance of
energy

AU=Jg+w (11)
One takes usually /=1 and U is determined within an additive
constant (it is unique). The balance (//) is not bound to any
concrete model and is therefore applicable to an arbitrary
system (material).
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From the formulation of the second law (/0) and the
postulates about the system and the universe follow the follo-
wing consequences: The existence of the absolute tempera-
ture, 7, of the Clausius inequality for any cyclic process and
the state function entropy, S, for each process of the universe
such that for every process the entropic inequality

do

Asij

(12)

is valid. Here dQ is the heat exchanged during the processes
at the absolute temperature 7. Unlike U, entropy is not unique
in the sense that more entropies satisfying (/2) and differing
by a function of state may be constructed. On the other hand,
it is indeed constant within an additive constant in the special
case in which the initial and the final states of § are known and
fixed, e.g. in reversible processes. Relation (/2) is not re-
stricted to any concrete model and is thus applicable to an
arbitrary system.

The proof of these results is made geometrically, but it is
tedious and will not be shown here.

It can be concluded that the results of the Silhavy’s method
show the practicability of basic thermodynamic laws and of
the quantities they contain (absolute temperature, entropy,
entropic inequality) also in general thermodynamic systems
and processes. It means also in nonequilibrium situations, and
they enlarge the classical results very much. These excellent
results mean a fundamental contribution to the whole modem
thermodynamics.

The theory of Silhavy is applicable in the whole classical
thermodynamics and in the majority of irreversible thermody-
namics, mainly in irreversible transport phenomena, in the
mixtures and in chemical kinetics. Its principal deficiency is
that its range of application is limited to closed systems and to
cases with a single empirical temperature. Thus, it is for
example not applicable to diffusing mixtures or to plasma.

Note:

It is of interest that the postulate of linearity of CIT follows
from the general theory of rational thermodynamics. On the
other hand, the Onsager reciprocal relations follow only after
some additional assumptions about the constitutive equations.

5. Concluding remarks

Classical (linear) irreversible thermodynamics is based on
the fundamental hypothesis of local equilibrium. The validity
of the results of equilibrium thermodynamics is thus antici-
pated at the outset. The classical method turned out to be very
useful in many practical situations, but the theories underlying
it are not general and they are of an approximative character.
The method is inadequate to treat situations far from equili-
brium or systems with complicated inner structures (e.g. bod-
ies with memory).

Extended irreversible thermodynamics is no longer based
on the local-equilibrium hypothesis but it generalizes and
enlarges the classical theory. It introduces besides the classical
thermodynamic variables the dissipative fluxes as new inde-
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pendent variables. To compensate for the lack of evolution
equations, supplementary rate equations for the dissipative
fluxes are introduced. The central thermodynamic result is the
generalized Gibbs equation. The statements behind this theory
are confirmed by the kinetic theory of gases and by statistical
mechanics.

Rational thermodynamics presents a very rigorous mathe-
matical formalism and it abandons the hypothesis of local
equilibrium. It is a phenomenological and macroscopic theory
which ignores the molecular structure and assumes that mate-
rials have amemory. Its main objective is to derive constitutive
equations which must meet a certain number of a priori pos-
tulates.

The theory of Silhavy demonstrates the practicability of
the methods of equilibrium thermodynamics in nonequili-
brium for closed systems with a single empirical temperature.
This method enlarges the results of classical thermodynamics
essentially in these points: it proves the existence of absolute
temperature and of entropy also in nonequilibrium and derives
the energy balance and the entropy inequality for an arbitrary
system. Entropy is unique within an additive constant because
the Gibbs equation (i.e. local equilibrium) is valid.

The present note is devoted to the phenomenological and
macroscopic aspects and the promising microscopic appro-
aches lie therefore outside the scope of this paper.
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I. Vavruch (CH-1723 Marly, Switzerland): Conceptual
Problems of Modern Irreversible Thermodynamics

This article deals with the general ideas of irreversible
thermodynamics. First the classic theory is discussed, next
extended irreversible thermodynamics and rational thermody-
namics are treated. To limit the enormous extent of the subject,
only macroscopic aspects are examined.
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1. Uvod

Nekteré reaktivni chemické latky se mohou kovalentné
vdzat na purinové a pyrimidinové baze v molekule DNA,
tvorit tzv. adukty. Slovo adukt zde neni ovsem minéno, jak je
v chemii béZné, totiz jako produkt adice, ale v Sir§im smyslu,

jako molekula DNA nebo jeji ¢dst (oligonukleotid, nukleotid,
nukleosid nebo bdze), ke které bylo néco kovalentné nava-
zdno, pripojeno. Zpravidla tyto adukty nevznikaji adici, ale
nukleofilni nebo radikdlovou substituci. Vznik pozménéné
nukleové baze mize mit za ndsledek zanik vazebného mista
pro vytvoreni vodikové vazby a mize vést k bodové mutaci,
tedy k chybnému pdrovani bazi pfi prepisu genetické infor-
mace. Mutace mohou mit zdvazné disledky pro Zivot buiiky
i celého organismu; nejvyznamnéjsi z nich je tvorba zhoub-
nych nddor'. Karcinogenni potencidl strukturné rozdilnych
aduktd se pfitom vyznamné li§i. Z toho vyplyvd, Ze nejen
mnozstvi, ale také typ adukti DNA je vyznamnym indi-
kdtorem poskozeni DNA. Stanoveni adukti DNA mtiZe slou-
zit jako vnitini ukazatel, biologicky indikdtor expozice geno-
toxickym ldtkdm a také jako prostfedek pro diagnostiku po-
Skozeni DNA, zejména pro vcasné odhalenti rizika rakoviny.

2. Interakce cizorodych latek s DNA —

vznik adukta

2.1. Typy aduktti, mista ataku
v molekule DNA

Cizorodé latky mohou tvofit adukty s DNA piimo nebo po
metabolické aktivaci na reaktivni metabolické meziprodukty.
Kromé cizorodych liatek mohou s DNA reagovat i reaktivn{
meziprodukty fyziologického metabolismu, zejména volné
radikdly endogenniho ptivodu. Hlavni mista ataku elektrofil-
nich latek jsou polohy 7, 0°aN’v guaninu, 1, 3, NS a7
v adeninu, 3 v thyminu a 3 a N* v cytosinu (obr. 1). Bylo
prokédzino, 7e adukty N°® na adeninu jsou tvofeny z méné
stabilnich 1-derivatt, které podléhaji Dimrothovu presmyku
za otevieni a op&tovného uzavieni pyrimidinového kruhu>~
(obr. 2). Dimrothtiv pfesmyk byl prokdzan Pomocf adeni-
novych derivéti znacenych isotopem "N (cit.*%)

\ i \
i NH, ; (0] NH,
AN
\HN o~ —N CNeRN HNg O \HN ‘
LR (AN 1 83 7\> 3 5| 3 5|
e b, ol o Nz s w
3 3~ N 1
HNT N7 N N~ N 0~ "N 07N
dR ) dR dR dR
Obr. 1. Mista ataku elektrofilem v nukleobazich; dR- 2”-deoxyribosyl
R
NH, NH, NH, HN
RSN oH” RN N RN N N XN
- - — Ny e
P LA L LY
NN HO” >N~ N o7 >N" N NN
dR dR H dR 4R

Obr. 2. Dimrothiiv piesmyk 1-alkyldeoxyadenosini
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V piipadé adeninovych 1-aduktd oxiranovych derivati
dochdzi kromé Dlmrothova 8presmyku také k deaminaci na
prlslusne derivaty inosinu*®® Piiklad takové deaminaéni re-
akce® je uveden na obr. 3. Mechanismus byl prokdzdn pomoci
vody H2180. Také guaninové adukty podléhaji dal$im trans-
formacim za fyziologickych podminek. Zavedeni substituentu
do polohy 7 glykosidicky vdzaného guaninu md za nésledek
snadné hydrolytické otevieni imidazoliniového kruhu, pfip.
Stépeni glykosidické vazby, depurinacig’lz‘ K depurinaci mize
dojit dokonce jiz za fyziologickych podminek'>. K depuri-
nac¢nim reakcim dochdzi také u 3-alkyladeninovych aduktd,
které jsou jeité méné stabilni nez 7-alkylguaninové'"'% Prii-
béh téchto depurinacnich reakei je zndzornén na obrazku4 a 5.
Zatimco v neutrdlnim a kyselém prostfedi dochdzi prevdzné
ke Stépeni glykosidické vazby, v alkalickém prostfedi pre-
vlada konkurencni §tépeni kruhu. V pifpadé 7-alkylguanosint
se jednd o otevieni imidazolového kruhu, v pfipadé 3-alkyl-
adeninovych nukleosidi se otvird pyrimidinovy kruh'!. Ne-

L

Ph

OH
NH,

AN N

k

- NH3

——

R
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stabilita 7-alkylguaninovych a 3-alkyladeninovych adukti
komplikuje jejich stanoveni obvyklymi metodami. Na druhé
strané depurinace otevird moznosti pro detekci adukti DNA
v moc¢i a jejich vyuZiti jako indikdtorti expozice DNA alkylu-
jicim latkdam.

2.2. Strukturni typy ldtek
tvoficich adukty

Schopnost tvorit adukty s DNA je ddna chemickou reak-
tivitou latky nebo jejtho metabolitu. Jde zejména o elektrofiln{
aradikalovou reaktivitu. Aby se vSak reaktivni ¢dstice mohla
navdzat na DNA, musi se dostat do cilového orgdnu a pies
bunécnou membranu proniknout az k jadru. Rozhodné tedy
neplati piimy vztah mezi reaktivitou latky (molekuly, iontu,
radikdlu) a mnozstvim adukti DNA in vivo. UrCovat genoto-
xicitu a zejména genotoxickou karcinogenitu chemickych 14-
tek z jejich struktury je pro chemika mimoradné ldkavé. V pii-
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Obr. 3. Prubéh deaminace 1-adeninovych adukti s oxirany; R = 2°-deoxyribosyl nebo ribosyl
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Obr. 4. Pribéh depurinace a otevi‘eni imidazolového kruhu 7-alkylguanosint a 7-alkyldeoxyguanosini
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Tabulka I
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Vyznamné strukturni typy cizorodych latek tvoficich adukty DNA

Typ latky Typ metabolitu

Priklad latky Priklad metabolitu

Polycyklické aromatické
uhlovodiky s ,,bay region*
Dialkyl-sulfaty

Latky s elektronové
deficitni olefinickou vazbou
N-nitrosoaminy

dihydrodiol-epoxid

derivdty oxiranu

diazoniovy ion,
karbokation
o-Chloralkylethery

N- nebo S-B-chloralkyl-derivity
Aflatoxiny

Arylaminy

derivéty oxiranu
nitreniové ionty

benzo[a]pyren trans-7,8-dihydrobenzo-
[a]pyren-7,8-diol-9,10-oxid
dimethyl-sulfat
akrylonitril oxirankarbonitril
dimethyl-N-nitrosoamin methyldiazonium, methylovy
karbokation
bis(chlormethylether)
bis(2-chlorethyl)-sulfid
aflatoxin B1
2-naftylamin

2,3-epoxyaflatoxin B1
2-naftylnitreniovy ion

padé nékterych skupin ldtek, napt. polycyklickych aromatic-
které umoznuji dspésné odhadovat karcinogenni tcinky po-
moci velmi jednoduchych kvantové-chemickych vypocti pii-
mo z chemické struktury'’. Podkladem pro tyto modely je
ovsem experimentdlné ovéfend znalost biotransformace a me-
chanismu interakce aktivniho metabolitu s DNA. Obecné jsou
vsak jak cely proces kancerogenese, tak i jeho cast, tvorba
adukti DNA, natolik slozité, ze predvidat jejich vysledek na
zakladé pouhé chemické struktury, piipadné chemické reak-
tivity, neni mozné. Na zdkladé dlouhodobé nashromdzdénych
experimentdlnich dat 1ze vSak vytipovat urcité strukturni sku-
piny latek, které jsou podezrelé z tvorby adukti DNA, a v di-
sledku toho z mutagenniho a karcinogenniho ucinku. Tyto
typy latek a jejich ic¢inné metabolity jsou uvedeny bez ndaroku
na Uuplnost v tabulce I. Schopnost tvorit adukty se muze
i u strukturné velmi podobnych ldtek vyznamné liSit. V nékte-
rych pfipadech je to ddno pouhou reaktivitou v alkylac¢nich
reakcich. Napiiklad dimethylsulfét je podstatné reaktivnéjsi
a biologicky ucinnéjsi nez diethylsulfat. V jinych piipadech to
souvisi s tvorbou toxickych metabolitt, které jsou Spatnymi
substrdty pro pfislusné detoxikujici enzymy, a jsou tedy za
fyziologickych podminek relativné stdlé. To je pripad trans-
-7,8-dihydrobenzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-oxidu, ktery se
Spatné hydrolyzuje epoxid-hydrolasami, a je proto G¢innéjsi
nez ostatni dihydrodiol-epoxidy a arenoxidy odvozené od
benzo[a]pyrenu.

3. Dusledky poskozeni DNA pro buiku
a pro cely organismus

Expozice organismu genotoxickym ldtkdm muiiZe nastar-
tovat kaskddu déjt se zdvaznymi ddsledky pro buriku i cely
organismus. Tento proces zacind strukturni zménou DNA
(tvorbou aduktu). Pokud tato zména neni pro buiiku bezpro-
stfedné smrtici, miZze dojit k replikaci a transkripci DNA za
vzniku mutovaného genového produktu'. Vzniklé mutované
buriky maji pozménénou funkci, coz mize piertist v nemoc
celého organismu, zejména v nddorové onemocnéni. Proti
tomuto procesu ptisobi opravné mechanismy, které umoziiuji
poskozenou DNA odstranit bez dalSich nepfiznivych td¢inkd
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pro buitku'*. Zmény v genetickém materidlu bungk lze sle-
dovat cytogenetickou analyzou (chromosomové aberace, vy-
mény sesterskych chromatidt, mikrojddra). Tyto metody jsou
vSak pracné a nejsou specifické vzhledem k ldtce, kterd je vy-
volala, ani vzhledem k dc¢inku na organismus. Rozvoj analy-
tickych metod v posledni dob€ umoznil s dostate¢nou citlivost{
monitorovat urcité typy zmén, které ukazuji na poskozeni
DNA charakteristické pro danou ldtku. Tak dochdzi k rozvoji
metod biologického monitorovani zaloZenych na stanoveni
aduktd DNA.

4. Biologické monitorovani

Biologickym monitorovanim se v toxikologii rozumi sle-
dovani strukturnich nebo funkénich zmén v Zivém organismu
v dasledku plsobeni cizorodé latky. Tyto zmény jsou sledo-
vany pomoci biologickych indikdtort (markerd). Biologické
indikdtory mizeme rozdélit na dva zdkladni typy: indikdtory
davky a indikdtory uc¢inku. Typickym piikladem indikdtoru
davky je netoxicky metabolit cizorodé latky, napiiklad kyse-
lina mandlova pro styren. Jeji mnozstvi vylou¢ené v moci
primo nesouvisi s i¢inkem styrenu, ale za predpokladu predem
zjisténého vztahu mezi ddavkou styrenu a vylucovanim kyse-
liny mandlové mtzZzeme z néj kvantitativné urcit ¢i aspon
odhadnout ddavku styrenu. Pfikladem indikdtoru ucinku je
hladina jaternich enzymu v periferni krvi, kterd indikuje po-
Skozeni jater (odumirdni hepatocyti). Nelze z ni vSak urcit,
jaka ldatka poskozeni jater zpdsobila. Adukty DNA spliuji
ndroky kladené jak na indikdtory ddvky, tak na indikatory
ucinku. Hladina aduktd (podil aduktu urcitého typu a nezmé-
nénych bazi v DNA) je imérnd ddvce cizorodé latky kumu-
lované po stfedni dobu Zivota bunék, ze kterych byla DNA
izolovdna.

Strukturné odlisné adukty DNA maji také riznou schop-
nost vyvolat zhoubné nddorové bujeni. Vyhodnocenim studii
karcinogenity 27 chemickych ldtek, které byly testovany na
schopnost vyvolat tvorbu jaternich tumord u potkanti nebo
u mysi, bylo zjiSténo, Ze tyto karcinogenni latky se vzdjemné
lis1 schopnosti tvofit adukty. Pfitom mnoZstvi nalezenych
aduktd odpovidajici tumorigenni ddvce TDs, pro potkany
spadalo pro vsechny zkoumané litky do rozmezi od 53 do
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2083 adukt na 10® nukleotidd a pro mysi od 812 do 5543
aduktd na 10® nukleotidd'®. Tumorigenni ddvka TDs, je defi-
novana jako ddvka, pfi které se pravdépodobnost, Ze pokusné
zvite zustane béhem 2 let bez nddoru, sniZzuje na polovinu.
Toto rozmezi je prekvapivé uzké, uvazime-li, Ze mnozstvi
aduktl naméfend v rdmci vyhodnoceny?ch studii v jatrech
potkanii bylo v rozmezi 2.10~ az 2.10° adukti na 10® nukleo-
tidG. Hodnoty TD;o testovanych ldtek se pfitom pohybovaly
v rozmezi 1,3.107 az 75,8 mg kg~! den”". Frekvence vyskytu
aduktt v cilovém orgédnu se tedy jevi jako dobry indikdtor
rizika nddorovych onemocnéni. Vzhledem k malému souboru
takto testovanych latek nelze vyloucit, Ze tento zdvér plati
pouze pro urcité typy karcinogenti. Rozhodné nelze predpo-
kladat, ze bude platit pro nemutagenni karcinogeny.

Hladina adukti DNA se u lidi méfi nejcastéji v leuko-
cytech nebo v moci. Pfi stanoveni adukti v leukocytech je
nutno nejdiive izolovat DNA, rozstépit ji na nukleotidy ¢i
nukleosidy a poté stanovit vhodnou analytickou metodou ob-
sah strukturné modifikovanych bazi. Nalezené hodnoty od-
rdzeji kumulovanou expozici béhem stfedni doby Zivota leu-
kocytt. Vyluc¢ovdni modifikovanych nukleobdzi v moci bylo
zndmo jiz koncem 19. stoleti. Byla vyvinuta fada analytic-
kych postupti k jejich stanoveni. Tyto postupy jsou zaloZeny
na hmotnostni spektrometrii a imunochemickych metodach.
V moci se nalézaji pfevazné derivaty purinovych bazi, které
vznikaji depurinaci labilnich aduktli DNA, zejména 7-alkyl-
guaniny a 3-alkyladeniny. Adukty nalezené v moci na rozdil
od aduktl v leukocytech odrdzeji pouze kratkodobou expozici
mutagentm. Jejich vétsi ¢ast pochdzi obvykle z alkylace -
-RNA, ane z DNA. Vyjimkou je 3-methyladenin, ktery nebyl
nalezen jako modifikovand baze v r-RNA. Lze tedy piedpo-
kladat, Ze zatimco 7-alkylguaniny v moci pochdzi z alkylace
t-RNA a DNA, 3-alkyladeniny jsou pravdépodobné tvofeny
pievazné nebo pouze z aduktii DNA (cit.').

Ke stanovovdni adukti DNA v rtiznych biologickych ma-
teridlech byla vyvinuta fada citlivych analytickych metod.
Miuzeme je rozdélit na metody specifické a nespecifické.
Nejjednodussi metodou ke stanoveni frekvence adukt odvo-
zenych od dané ldtky je pouziti substratu znaceného radioiso-
topy (nejéastéji *H a '*C) s mé&fenim radioaktivity izolované
DNA. Tato metoda je ovSem strukturné nespecifickd. Mezi
specifické metody patii analyza nukleotidd pomoci HPLC,
luminiscen¢ni metody, hmotnostni spektrometrie a imunoche-
mické metody. Zv1dstni misto zaujimd metoda ,,postlabeling”,
kterd md omezenou strukturni specifitu, ale vysokou citlivost.

4.1. Metoda ,,postlabeling*

Tato metoda vyvinutd Randerathem a spol.16 umoziuje
detekci a kvantitativn{ stanoveni aduktii DNA s vysokou citli-
vosti. DNA je izolovdna z bunék, zbavena proteini a RNA a je
poté enzymaticky Stépena na jednotlivé nukleotidy (3 "-mono-
fosfdty) a nukleotidové adukty. Po obohaceni smési na nu-
kleotidové adukty extrakci nebo enzymaticky (nukleasa P))
jsou nukleotidy i adukty ozna¢eny 3*P-fosfatem. Jako donor
slouzi ATP s termindlnim **P-fosfitem a fosforylace je kataly-
zovana T4 polynukleotid kinasou. Vysledna smés znacenych
nukleosid-3",5"-difosfatl je pak délena vicedimenziondlni TLC.
Tim dojde k rozdéleni fosforylovanych aduktl a pfirozenych
nukleotidli. Adukty jsou ndsledné detegovany autoradiografii.
Tato tradi¢ni metoda patfi dosud mezi nejcitlivéjsi (1 adukt na
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10° az 10" nukleotidi); jeji nevyhodou je nizkd specifita.
Adukty je mozné identifikovat pomoci autentickych stan-
dardu, av§ak vzhledem k omezené rozliSovaci schopnosti TLC
neni identifikace spolehliva a u slozitych smési aduktd, které
tvori na tenké vrstve Casto Siroké diagondlni zony, je nemozna.
Proto byla separace 32P—zna(:enYch aduktt pomoci TLC na-
hrazena G¢innéjsi metodou HPLC (cit.'”'®). Fosforylace kata-
lyzovand T4 polynukleotid kinasou probihd s rtiznou vytéz-
nosti pro jednotlivé nukleotidové adukty. Vytéznost fosfory-
lace pro dany typ aduktu musi byt experimentdlné stanovena
a pfi kvantitativnim vyhodnocovéni vysledki metody ,,post-
labeling* je tieba ji brat v dvahu'.

4.2. Metody hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je pro svou vysokou citli-
vostarelativni strukturni specifitu predurcena jako metoda pro
detekci, charakterizaci a stanoveni malych mnozstvi adukti
DNA v biologickém materidlu, zejména v kombinaci s HPLC
a kapilarni elektroforézou (CE). Jako ionizacni technika se
v posledni dobé s ispéchem pouzivd hlavné elektrosprej (ESI).
Prestoze tato technika byla poprvé pouZita pro analyzu adukti
DNA a7 Chaudharym a spol. v roce 1995 (cit.?’), dnes prak-
ticky vytlacila diive pouzivanou metodu FAB (fast atom bom-
bardment). Pomoci metod HPLC-ESI-MS Ize dosdhnout citli-
vosti stanoveni 1 adukt na 107 az 10® nukleotidd, takze je
mozné stanovit i nékteré endogenni adukty'’. Jiny zptsob
stanoveni aduktd spocivé ve vyuZiti plynové-chromatografic-
ké separace v kombinaci s hmotnostné-spektrometrickou de-
tekei (GC-MS). Protoze adukty DNA jsou netékavé, je nutno
je nejprve prevést hydrolyticky na purinové nebo pyrimidi-
nové bdze, a ty pak na t€kavé derivaty. To 1ze s vyhodou spojit
se zavedenim elektrofort do molekuly, takze vysledné deri-
véty jsou jednak dostatecné tékavé, jednak umoznuji velmi
citlivou detekci v negativnich iontech. Jako elektrofory slouzi
substituenty bohaté na fluor, hlavné pentafluorfenylmethyl
a heptafluorbutanoyl, coZ poskytuje moznost neobycejné citli-
vé detekce metodou elektronového zdchytu (electron capture,
EC-MS) (cit.?"). Timto zpusobem bylo dosazeno citlivosti
stanoveni v fadu 1 adukt na 10® nukleobdzi. Metoda je vhodnd
pro stanoveni adukti DNA v moci, tedy derivati nukleobdzi
odstépenych depurinaci za fyziologickych podminek z DNA.
Hmotnostné-spektrometrické metody jsou obvykle povazova-
ny za strukturné specifické. V piipadé adukti DNA vSak samy
o sobé neumoziuji exaktni urceni jejich struktury. Nejsou
schopny spolehlivé urcit polohu substituentu na purinovém
nebo pyrimidinovém skeletu. Tuto nejistotu 1ze vSak odstranit
pouzitim autentickych standardg.

Jednou z nejcitlivéjsich metod stanoveni aduktti DNA je
akceleratorovd hmotnostni spektrometrie (AMS) (cit.?). Tato
metoda byla ptivodné vyvinuta pro datovani stafi hornin po-
moci isotopického zastoupeni jednotlivych prvkd. Neposky-
tuje ale Zddnou informaci o struktufe analytu, je strukturné
nespecificka.

4.3. Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou mimotddné vhodné pro zpra-
covdni velkych sérii podobnych vzorki. VyZaduji ndro¢nou
a ndkladnou pfipravu protildtek proti danému analytu, sa-
motné provedeni analyzy je vSak rutinni a pomérné levnou



Chem. Listy 96, 276 — 281 (2002)

zalezitosti. Citlivosti v fadu 1 fmolu analytu je na trovni
nejcitlivéjsich postupli zaloZenych na hmotnostni spektro-
metrii (krom& AMS). Problémem muZe byt zkiiZend reaktivita
protildtek vedouci ke sniZeni selektivity stanoveni. Této mensi
selektivity je vSak mozné také s vyhodou vyuzit v imunoafi-
nitni chromatografii pro dc¢innou separaci skupin strukturné
piibuznych aduktii'’. Imunochemické metody se pak pouZi-
vaji v kombinaci s jinymi, zejména s metodou ,,postlabeling*
a hmotnostné-spektrometrickymi metodami.

5. Priprava autentickych adukti DNA

Vétsina autentickych standardl pro analyzu adukti DNA
je dosud pfipravovdna neselektivnimi reakcemi nukleotidii
nebo nukleosidl s alkyla¢nimi ¢inidly (napriklad s derivaty
oxiranu). Tyto reakce vedou zpravidla k bohaté smési produk-
td, které je nutno délit ndro¢nymi postupy. Poslednim stupném
separace je semi-preparativni HPLC. Takto Ize ziskat miligra-
movd mnozstvi latek, kterd dostacuji k urceni struktury po-
moci spekter UV, hmotnostnich a 'H-NMR. Pro ur&eni polohy
substituentu se vyuzivd charakteristickych absorpcnich pdst
v UV spektrech a jejich posunt v zdvislosti na pH. Tento zpi-
sob charakterizace vS§ak nespliiuje ndroky, kladené na exaktni
uréeni struktury v organické chemii a ponechdva znacny stu-
pen nejistoty o poloze substituentu na purinovém ¢i pyrimidi-
novém jddre. Je proto prekvapujici, Zze syntetické postupy
jsou dosud mélo vyuzivdny k pfipravé autentickych standard
aduktl DNA na drovni nukleotidli, nukleosidd i samotnych
bazi. O°-Derivity guaninu lze ziskat z 2-amino-6-chlorpurinu
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po aktivaci chloru v poloze 6 pomoci trimethylaminu nebo
1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanu (DABCO) a nésledujici reakc{
s alkoxidy (obr. 6) (cit.”}). Podobné lze reakei prislusnych
chlorpurint s aminy ziskat NS- -derivaty adeninu®. O°- -Adukty
byly ziskdny z deoxyguanosm 3’-fosfétu a piislusného alko-
holu Mitsunobuovou reakc1 . Aktivaci polohy 2 v deoxy-
guanosinu byly ziskdny N> derlvaty deoxyguanosinu (obr. 7)
(cit.?%). Byly popsédny syntetické postupy pro piipravu viech
polohovych isomert methyladeninu27. Shrnout vSechny syn-
tetické postupy vedouci k aduktim DNA, derivdty samotnych
nukleobdzi pocinaje a modifikovanymi oligonukleotidy kon-
¢e, neni cilem této prace. Lze jen konstatovat, Ze pres znacné
mnozstvi prace odvedené na tomto poli predstavuje pfiprava
cilovych molekul adukti DNA znacny synteticky problém.

6. Zavér

Derivaty purinovych bazi, nukleosidt a nukleotidti (aduk-
ty DNA) jsou vyznamnymi biologickymi indikatory posko-
zeni DNA mutagennimi a karcinogennimi latkami. Tyto aduk-
ty vznikaji jednak v disledku fyziologickych procest, jednak
v disledku pdsobeni mutagennich ldtek. Byl prokdzan piic¢in-
ny vztah mezi nékterymi adukty DNA a rakovinou. Studium
jejich tvorby a osudu v organismu vyznamné prispélo k objas-
nénf procesu karcinogenese a 1ze ocekdvat, Ze bude i naddle
prispivat k hlubsimu pochopeni tohoto procesu. Adukty DNA
mohou také potencidlné slouzit jako podklad pro odhad indi-
vidudlniho rizika vzniku nadorového onemocnéni u lidi, ktefi
byli vystaveni piisobeni mutagennich karcinogenti. Metody
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Obr. 6. PFiprava 2-amino-6-alkoxypurini
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Obr. 7. Priprava N’-derivatii guaninu aktivaci polohy 2. Podminky reakce: i 7-butyl-dimethylsilylchlorid (TBDMSCI), imidazol, DMF;
ii Mitsunobuova reakce s allylalkoholem; iii t-butyl-nitrit; iv CF,SO,CI, Et;N, DMAO; v R-NH,, DMF; vi odstranéni chranicich skupin
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pripravy téchto latek v mnozstvich umoziujicich spolehlivé
urcenf struktury nebyly dosud prozkoumany tak, jak by odpo-
vidalo jejich vyznamu. Proto z@stdvaji vyzvou pro organické
chemiky.

AutoFi dékuji za financni podporu MSMT CR, vyzkumny
zdmer MSMT 223100001.
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L. Linhart and J. Novak (Department of Organic Chemi-
stry, Institute of Chemical Technology, Prague): Purine Base
Derivatives as Indicators of Damage to DNA

This paper reviews recent progress in the field of DNA
adducts. It is focused on purine derivatives as important bio-
logical indicators of damage to DNA and a possible diagnostic
tool for diagnosis of the cancer risk. Main sites of the attack
in purine and pyrimidine bases are pointed out and repre-
sentative examples are given of the types of compounds and
their metabolites, which are capable of binding covalently to
DNA. An overview of specific and non-specific methods for
the detection and quantification of DNA adducts is given and
their advantages and limitations are discussed. The carcino-
genic potential of adducts expressed as the DNA adduct level
corresponding to the tumorigenic dose (TDsy) is structure-de-
pendent, so that both the level of the adducted DNA and the
structure of the adduct formed must be taken into account
when evaluating carcinogenic risk. The exact identification of
structure of DNA adducts found in biological materials should
rely on authentic standards. However, preparative methods for
the standards of many known DNA adducts remain a challenge
for organic chemists.
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Uvod

Fenolické sekunddrni metabolity napodobujici strukturu

prirozenych savcich estrogend jsou obsazeny ve vice nez 300
rostlindch'. Isoflavony, lignany, kumestany a stilbeny (obr. 1)
tvori nejrozsitenéjsi skupiny fytoestrogenti a jsou v rostlindch
pritomny piedevsim ve formé glykosidd. Pro lidskou populaci
je hlavnim zdrojem fytoestrogenti potrava, ale neni zanedba-
telnd ani expozice environmentdlnim estrogentim, tzv. xeno-
estrogendm. V této souvislosti je vyznamné zjisténi, Ze strava
bohatd na fytoestrogeny by mohla vyrazné snizovat® interakce
slabsich xenoestrogeni s estrogennimi receptory (ER).

2. Vyskyt
Isoflavony jsou taxonometricky rozsiteny v prirodé jen
tlzce, a to v rostlindch vikvovitych (Viciaceae). Jejich nejbo-
hat$im zdrojem je séja lustinatd, ddle se vyskytuji v erveném
jeteli (Trifolium pratense) a v nékterych lécivych rostlindch,
jako je krucinka barvitska (Genista tinctoria) a janovec met-
laty (Sarothamnus scoparius) (cit.}). V malé mife jsou zastou-
peny i v Zité a vyrobcich z ného, objevuji se i v pivu a bour-
bonu. Nové byly nalezeny i v rybizu a daliim drobném ovoci®.
Séja obsahuje tfi hlavni isoflavonové fytoestrogeny, jejichz
aglykony jsou daidzein, genistein a glycitein®. Formononetin
a biochanin A jsou hlavnimi isoflavony erveného jetele®.
Lignany jsou v nejriznéjsich semenech, celych zrnech,
luscich zeleniny a v ovoci, ale pfi technologickém zpracovani
vyuzivajicim moderni techniky mleti je obvykle frakce lig-
nanti oddélena spole¢né se slupkami a vldkninou. Z tohoto
divodu neni lidskd strava na lignany pfili§ bohatd. Nejdu-

lezitéj$im zdrojem li%nanﬁ jsourostlinné oleje, zejména Inény

OH O O ot

L]
HO o)

o HO 0 0

genistein '

kumestrol enterolakton
OH

HO\©/\/©/ O OH

HO
resveratrol

OCH,CH,N(CH,),

estradiol

(J
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diethylstilbestrol

ipriflavon

Obr. 1. Struktura vybranych fytoestrogeni genisteinu (isoflavon), kumestrolu (kumestan), enterolaktonu (lignan) a resveratrolu (stilben)
v porovnani s prirozenym (estradiol) a syntetickym (diethylstilbestrol) estrogenem, antiestrogenem (tamoxifen) a i¢innym syntetickym

isoflavonem (ipriflavon)
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v koncentraci 0,8 mg. g’1 vedle minoritniho matairesinolu; Inéna
semena obsahuji SECO kolem 3,7 a po odtuénéni 5,5 mg.g ™.
Dalsim zdrojem lignand je celozrnné Zitné pecivo nebo riizné
typy vlzikninyg’9 a byly nalezeny i v drobném ovoci'®. Difve se
predpoklddalo, Ze lignany jsou metabolity pouze vyssich rost-
lin, ale nyni se vi, Ze existuji i pfirozené savci lignany, ente-
rodiol a enterolakton, které byly dokdzany v biologickych
tekutindch lidi i zvitat.

Ackoliv byla z rostlin izolovdna fada kumestani'!, z hle-
diska estrogenni aktivity a obsahu v rostlinném materidlu
je nejdidlezitéjsi kumestrol, ktery je zdkladnim fytoestroge-
nem vojtésky (Medicago sativa) (cit.'?). Pro ¢lovéka je opét
zdrojem kumestant potrava, resp. vhodné dietetické dopliiky,
a to hlavng klicky vojtéiky s obsahem'® kumestrolu v suging
56mg.g.
nejvice obsazen ve slupkdch cervené révy vinné (Vitis vini-
fera). Jeho koncentrace ve §tdvé z Eerveného hrozna je'* od
6,3 do 15,3 mg.I"!, zatimco pro bilé odriidy se hodnota pohy-
buje od 0,2 do 0,5 mg.I™".

3. Metabolismus a farmakokinetika

Isoflavony, lignany i stilbeny prochdzeji katabolismem
podobnym jak u lidi, tak u zvifat, zatimco metabolismus
kumestand nebyl doposud popsén.

Absorpce fytoestrogent je zahdjena hydrolyzou glykosidd
sttevnimi bakteridlnimi B-glukosidasami, kyselinou chloro-
vodikovou v zaludku nebo B-glukosidasami pfitomnymi v po-
travé'®. Po absorpci v tenkém stievé jsou volné aglykony
transformovany v jdtrech na glukuronidy a sulfoglukuronidy.
Podle profilu konjugdtd vylu¢ovanych moci je prvni zptsob,
tj. pies glukurondty, dominantni'®, Tyto konjugaty jsou podob-
né jako u endogennich estrogenti vylu¢ovany moci a v mensi
mife stolici, rovnéz piechdzeji do zlu¢i a dostdvaji se do
krevniho fecisté. Po vylouceni do Zlu¢i mohou byt konju-
gované fytoestrogeny znovu hydrolyzovdny stievnimi bakte-
riemi. Dekonjugace pak muize vést k opakované absorpci
a degradaci v tenkém stievu!’. Flavony inhibuji konjugaci
resveratrolu, a tim by mohly zvySovat jeho biologickou dos-
tupnost18 pro organismus.

Daidzein je metabolizovan'® na dihydrodaidzein, ktery se
ddle transformuje bud na equol nebo O-demethylangolensin
(ODMA). Schopnost produkovat oba tyto metabolity daidzei-
nu je individudlni a uddv4 se, Ze jen kolem 3040 % gopulace
vyluguje po podani isoflavonii prokazatelné equol*”*'. Meta-
bolismus déti v neonatdlnim véku neprodukuje equol viibec
diky nepfitomnosti odpovidajici stievni mikroflory**. Geni-
stein prechdzi na dihydrogenistein, ktery je ddle metaboli-
zovdn na 6”-hydroxy-ODMA, a kone¢nym metabolitem je
p-ethylfenol. Neddvno byla identifikovana kyselina p-hydro-
xyfenyl-2-propionova jako novy metabolit genisteinu”. Rost-
linné lignany SECO a matairesinol jsou lidskymi stfevnimi
bakteriemi pfeménény na savci lignany, enterolakton a entero-
diol**?, Diilezitym poznatkem je, Ze metabolismus fytoestro-
gend je variabilni a individudln{ a zdvisi na fadé faktord, jako
je pohlavi, stdfi, faize menstruacniho cyklu, ddavka, doba ex-
pozice apod.

Milo je znamo o distribuci fytoestrogend v rtiznych tkd-
nich. Po intravenosnim podani daidzeinu krysim samcim byla
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nalezena vysokd koncentrace daidzeinu v plazmé, jatrech,
plicich a ledvindch, stfedni v kosternim svalstvu, srdci a slezi-
né a jen nizkd v mozku a varlatech?. Hladina genisteinu
v plazmé po ordlnim podéni krysdm byla vyssi u samcti nez
u samic a nejvyssi koncentrace genisteinu, jeho konjugati
a metabolitl byla stanovena ve vaging, déloze, vajecnicich
a prostat&®’. Koncentrace isoflavonii v jatrech, ledvinach a d&-
loze krys je zhruba 2 az 5x vy3§i nez v plazmé?.

U skupiny Zen v postmenopause29 a zdravych muzi® ve
véku 20-40 let bylo zji§téno, ze vytéznost isoflavonti v moci
byla vyssi, pokud byl poddvan tempeh, pokrm vyrdbény ze
sojovych fazoli fermentacné. To by mohlo naznaCovat, Ze
fermentace zvySuje biologickou dostupnost isoflavont séji.
Vytéznost isoflavonti v moci sledované skupiny zdravych
mladych Zen®' a muzi*? po konzumaci séjového mléka byla
v rozmezi 15-66 %. Béhem téchto studii, které trvaly jeden
meésic, poklesla vytéznost daidzeinu a genisteinu u Zen o 1/3,
zatimco u muZzd byla tato hodnota stdld. Pokud bylo s6jové
mléko poddvano kratkodobe, Zeny vylucovaly vice genisteinu
a daidzeinu nez muzi®. Tyto vysledky naznaCuji moZnost
zmén v metabolismu isoflavoni u Zen vystavenych dlouho-
dobé expozici, proto autofi rozsitili zabér dlouhodobé studie
i na sledovani equolu®. Potvrdili, 7 vytéznost daidzeinu a ge-
nisteinu po 4 tydnech kazdodenni konzumace sdji poklesne
u zen o 31 a7z 42 % a zaroven se zkrati polocas absorpce a vy-
lucovani. Naproti tomu vytéZnost equolu vyznamné vzrostla
3 az 100x a jeho polocas vylucovani vzrostl rovnéz. Zda se,
Ze chronickd expozice isoflavony zplsobi u Zen rychlejsi
metabolickou degradaci za vzniku neisoflavonovych metabo-
litt (equol). Zvysend produkce equolu, siln&jsiho a déle piso-
biciho estrogenu, nez jsou isoflavony, miize ménit a maskovat
estrogenni potenci isoflavonovych prekurzorti konzumova-
nych v potrave.

Dile se ukdzalo®¢, ze Zeny, které vylucuji stolici méné
nez 1 % poddvaného mnozstvi isoflavond, vylucuji i modi jen
10-16 %. Druh4d ¢ést Zen vylucovala vyssi koncentrace isofla-
von jak stolici (5 %), tak moci (27-32 %). Tato data podporuji
teorii o podstatnych rozdilech v individudlnich metabolis-
mech. Pfitom vyluc¢ovani daidzeinu mo¢i bylo vzdy vyssi nez
v piipadé genisteinu®, coz by podle autori mohlo naznacovat
lepsi biologickou dostupnost daidzeinu. Jind studie rovnéz
sledujici skupinu zdravych muzi®’ popisuje vy$3i vytéznost
pro daidzein (62 %) neZ genistein (22 %). Ovsem podle téchto
autort, je to pravé genistein, ktery je efektivnéji absorbovan
z intestindlniho traktu a zdrZuje se v enterohepatdlni cirkulaci
déle, takZe mize piisobit silnéji. Dlilezité a zajimavé vysledky
piindsi prace®’, zabyvajici se monitorovanim isoflavoni v mo-
¢i, plazmé a materském mléku po jednordzovém a opako-
vaném poddni sdjovych fazoli. Piijem fytoestrogenti vyvolal
rychlou a na ddvce zdvislou odpovéd v matefském mléku,
maximdlni koncentrace isoflavont bylo dosaZeno za 10-14
hodin a eliminace byla dokoncena za 2—4 dny. Podobné jako
u moci a plazmy i v matetském mléce probihala eliminace ve
dvou vlndch, ta druhd byla vyvoldna pravdépodobné uvol-
nénim isoflavonii z enterohepatdlni cirkulace. Tento proces se
ostatné u metabolismu fytoestrogenti uplatiiuje Casto™. Jest-
lize 1ze o metabolismu isoflavond fici, Ze je variabilni, pak toto
tvrzeni plati v jeSté vét§i mife pro lignany- ° Muzi vylucuji vice
enterolaktonu a méné enterodiolu neZ Zeny” a lignany jsou
vyluCovany také predev§im moci, a to ve formé konjugata,
a dle stolici ve volné, nekonjugované podob&®.
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4. Soja jako zdroj fytoestrogent

Typickym zdrojem fytoestrogent je potrava bohatd na séju
ajeji produkty40. V souvislosti s nemoci Silenych krav stoupa
ve vyziveé vyznam séjového masa, napt. jako vhodné nahrazky
masovych karbandtk v fetézcich rychlého obCerstveni. V Asii
se tesi znacné oblibé pokrmy vyrabéné fermentaci séjovych
fazoli, jako je napf. tempeh, miso nebo s6jovd pasta, které
obsahujiisoflavony hlavné ve formé volnych aglykonii. Obsah
fytoestrogenti v potravindch do zna¢né miry zdvisi na tech-
nologickém zpracovani suroviny. Nektefi autofi popisuji mir-
né sniZeni obsahu daidzeinu a genisteinu pfi mleti séjovych
fazoli>*, jini podobny vliv nezaznamenali*'. Pfi vafeni se
daidzein a genistein nerozkladaji*, ale prazeni fazoli vyvoldva
ztraty okolo 21 % pro genistein a 15 % pro daidzein. Zmrazené
sojové fazole obsahovaly o 20-30 % méné genisteinu a daid-
zeinu ve srovndni s ¢erstvymi a rovnéZ skladovani syrovych
fazoli zpiasobilo** pokles obsahu fytoestrogend az o 75 %.
Vyroba tofu neovliviiuje obsah isoflavoni*>** Naopak pfi
vyrobé séjovych parki nebo tofu jogurtu se snizi obsah fyto-
estrogend a7z desetkrdt. Odstranéni tukd z prdskovych
sGjovych surovin vede* obvykle ke sniZeni obsahu isoflavont
0 3040 %. Sojovy protein izolovany extrakci ethanolem obsa-
huje jen asi 50 % fytoestrogenti piivodné v séje pritomnych**.

Vétsina autorl se prikldni k ndzoru, Ze hlavnim divodem
rozdilné koncentrace fytoestrogenti v podobnych potravindch
(tab. I) je nutno hledat v ptivodu vstupni suroviny, nebot napf.
sojové fazole z Japonska a USA maji zhruba stejny obsah
daidzeinu, ale 1i8f se aZ 0 27 % v obsahu genisteinu. DalS$im
faktorem miZze byt doba skladovidni potravin v obchodech,
klimatické a péstebni podminky a vegetacni zralost rostlinné
suroviny.

O tom, kolik fytoestrogend piijimd ¢lovék s potravou,
rozhoduji v prvé fade¢ tradi¢ni ndrodni zvyky. Vétsina asijské
populace konzumuje 20-80 mg genisteinu za den, zatimco
prijem genisteinu v USA ¢inf pouze 1-3 mg denné&®’. Dal§im
nezanedbatelnym vlivem je skladba potravy v rtiznych die-
tach. Ti lidé, ktefi upfednostiiuji makrobiotickou stravu, vylu-
Cuji moci 4x vice fytoestrogent nez laktovegetaridni, a ti zase
asi 2x vice nez konzumenti jak zZivociSné, tak i rostlinné
stravy54.

5. Utinek fytoestrogenii na lidské zdravi

Prokazatelné niz$i vyskyt nddorovych onemocnéni prst,
vajecnikd, délohy a prostaty v asijskych zemich ve srovnan{
se zdpadni civilizaci se zdd byt zpisoben spiSe Zivotnim
stylem nez geneticky55 6 A protoZe tradi¢ni asijskd kuchyné
je bohatd na lusténiny a séju obzvldsté, vyvolalo jednoduché
konstatovéni, Ze pravdépodobnost vyskytu nadord je az 20x
nizsi, obrovskou vlnu zdjmu o isoflavony. Podobny zdjem
vyvolal i resveratrol v souvislosti s tzv. francouzskym para-
a uréité druhy rakoviny ve Francii. U¢inek fytoestrogent po-
kryvd spektrum potencidlnich mechanism, které mohou na-
konec vést k estrogennimu nebo antiestrogennimu efektu na
metabolismus, a to v zdvislosti na fadé faktord, jako je jejich
koncentrace, koncentrace endogennich estrogent, typ recep-
toru a ddle na individudlnich charakteristikdch subjektd, jako
je pohlavi, vék atd.
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Tabulka I
Obsah daidzeinu a genisteinu v sdje a rliznych potravindch
vyrobenych ze s6ji®

Potravina Daidzein Genistein Lit.
[mgkg ] [mgkg ]
Fazole® 1001 1023 45
Fazole” 676 940 45
Fazole 1006 1382 45
Fazole® 848 1105 45
Fazole 1355 2676 44,47
Fazole® 941 1426 44,47
Mouka 654 1122 45
Mouka 412 969 44,47
Mouka 674 969 48
Mouka 789 1069 42
Mouka 658-742 837-939 43
Mouka 406 516 49
Karbanatek 26 83 44.47
Lupinky 1165 1951 50
Lupinky 419 1411 51
Lupinky 721 1222 52
Tofu 113 166 45
Tofu 238 245 44,47
Tofu 76-97 187-216 46
Tofu 644 727 49
Tofu 258 377 42
Tofu 438-1036 910-1420 47
Tofu 840 1233 47
Tempeh 405 422 44,47
Miso 1272 281 44,47
Miso 2107 227 44,47
Tofu jogurt 103 162 44,47
Parmezan 26 6 44.47
Cedar 83 62 44,47
Protein 1 89 373 44 .47
Protein 2 191 640 44.47
Parky 55 129 44,47

 Vztazeno na suinu, ° stejnd surovina, ndkup kvéten 93

a leden 94, © prazené

Fytoestrogeny jsou slabé estrogeny s in vivo aktivitou 100
a7 1000x slabsi nez estradiol’’>°, ale mohou byt v téle ptitom-
ny v koncentracich az 100x vyssich nez endogenni estroge-
ny’ 3,60 Endogenni receptory existuji ve dvou subtypech: dlou-
hou dobu zndmy typ ERa a v roce 1996 objeveny typ ERb.
Estrogenni afinita® je pro oba subtypy riizna: estradiol>>
kumestrol>genistein>daidzein>biochanin A>for- mononetin=
ipriflavon pro ERa a estradiol>>genistein= kumestrol>daid-
zein>biochanin A>formononetin pro ERb. Genistein ma k re-
ceptoru ERb asi 7x vysii afinitu®” nez k receptoru ERa. Resve-
ratrol m4 stejnou afinitu k ob&ma typtim receptori®.

Ovsem ucinek fytoestrogeni se nemusi projevovat pouze
prostfednictvim estrogennich receptord, ale mohou ovliviio-
vat rizné enzymy, syntézu proteind, transport vapniku, oxi-
daci lipidd, diferenciaci bunék nebo tcinek rastovych faktord.
Biosyntéza a ucinky lignanﬁ(’4 a syntéza a ucinky resveratro-
1u® byly neddvno predmétem referatovych &lank.
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5.1. Kardiovaskuldrni onemocnéni

Obecné je ptijimano tvrzeni, Ze niZsi ndrist kardiovasku-
ldrnich onemocnéni asijské populace je vysledkem vysokého
piijmu fytoestrogenii v potravindch™. OvSem je nutné piipustit
jisté zkresleni, protoze se mohou uplatiovat i jiné vlivy, jako
napf. nizsi obsah nasycenych tukti v potravé asijskych naroda.
Substitu¢ni hormondlni 1écba (HRT) znatelné snizuje riziko
umrti Zen v postmenopause na kardiovaskuldrni onemocnéni
(aZ 0 50 %) a rovnéZ snizuje i celkovou dmrtnost®’. Oviem po
zhruba 10 letech se vliv na celkovou umrtnost ztrdci, protoze
vzriistd pravdépodobnost imrti na rakovinu prsi vyvolanou
dlouhodobym ptisobenim HRT. Nékolik epidemiologickych
studif ukazuje na sniZeni nebezpe¢i srdenich onemocnéni
a moznou kardioprotektivni roli fytoestrogent pro Zeny v post-
menopause(’s’m.

Fytoestrogeny mohou mit pozitivni vliv na srde¢ni one-
mocnéni i prostiednictvim snizovdni koncentrace lipidu a li-
poproteind v plazmé. SniZovani hladiny cholesterolu u zvi-
fat séjovymi proteiny je zndmé uz del$i dobu, ale u ¢loveéka
byl tento vliv popsdn neddvno’'. Nejvysii ucinek byl zazna-
mendn u téch dobrovolnikd, ktefi méli na zacatku pokusu
nejvyssi hladinu cholesterolu. To mize byt dtivod, proc jiné
studie’”””” vliv fytoestrogenti na snizovani cholesterolu ne-
nalezly. Ani pozitivni vysledky dalSich pokust nepfinesly
jednoznac¢nou odpovéd, nebot v nékolika piipadech byly pii-
psdny Spatnému vybéru a velikosti sledované skupiny osob,
pripadné jinym slozkdm poddvaného ptipravku nez isoflavo-
niim’®,

Isoflavony s6ji mohou stabilizovat’’ LDL lipoproteiny
proti oxidaci, o nizZ se predpokladd, Ze probihd v arteriich a je
povazovdna za jednu z moznych pfi¢in vzniku aterosklerosy.
Kumestrol je t¢innéjsi inhibitor oxidace nez 17B3-estradiol 0
zatimco isoflavony byly ticinné méné. Pro kombinaci kumes-
trol-kvercetin byl popsan synergicky efekt, ktery byl ale mensi
nez pro dvojici equol-kvercetingl. Fytoestrogeny jsou v po-
sledni dobé studovany i jako zachycovace volnych radikdlu.
V poptedi zdjmu stoji hlavné resveratrol, tic¢inny zejména proti
hydroxylovym radikdlim®, a genistein a equol, jejichz ak-
tivita je srovnatelnd s kvercetinem®'. Synergickym efektem je
také mozno vysvétlit ten fakt, ze komplex fenolickych ldtek
izolovany z cerveného vina mél pfi stejném davkovani vyssi
antioxida¢ni aktivitu neZ resveratrol sam®. Velice nadéjné
z4véry o piimém vlivu fytoestrogent sé6ji na potlaceni atero-
sklerosy opic pfinesla studie®, ve které preparit s isoflavony
vyrazné potlacil rozvoj aterosklerosy, ktery nebylo mozno
vysvétlit pouhym sniZenim hladiny cholesterolu v plazmé.
Vezme-li se v tivahu, Ze isoflavony zlepSuji vasodilataci u Zen
v postmenopause75’85, jsou jasnymi kandiddty pro tcinnou
prevenci aterosklerosy.

5.2. Nddorovda onemocnéni

V populaci se zdpadnim Zivotnim stylem je ndrist one-
mocnéni rakovinou prst, vajenikl, délohy a prostaty 51}339{
V soucasné dobg je rakovina prsi nejéastéjsi nddorové one-
mocnéni Zen v USA a podle poctu umrti na onkologické
choroby ji patif druhé misto®. Vyznam fytoestrogend v pre-
venci rakoviny prsi jasné dokumentuje studie zahrnujici 144
zen s nové diagnostikovanym onemocnénim, u kterych byly
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plazma a mo¢ analyzovédny jesté pred zaldtkem terapie®’.
Ukdzalo se, Ze u zen s vysokym obsahem hlavné equolu
a enterolaktonu je podstatné nizsi riziko vzniku a rozvinuti
rakoviny prsu. Pro Zeny v postmenopause je charakteristické,
Ze ty, které onemocnély rakovinou prst, vylucuji moci pod-
statné mensi mnozstvi lignand nez Zeny zdravé, af uz jsou
jejich stravovaci navyky jakékoliv®®®® Nejdiilezitéjsimi mar-
kery byly shleddny pravé equol a enterolakton®’. Zajimavé je,
Ze Asiaté, ktefi po presidleni do USA piebiraji mistni stra-
vovaci navyky, ztraceji svoji pfirozenou ochranu proti rako-
ving®® behem 1-2 generaci®. U muzi se piepoklada, e fytoes-
trogeny mohou mit protektivni ucinek proti rakoviné pro-
statygo. Epidemiologické studie ukazuji, Ze vyskyt rakoviny
prostaty u Afroamericant je 125x vyssi nez u ¢inskych mu-
76°". Pravdépodobnost vzniku rakoviny prostaty je sniZena az
na 50 %, je-li vice nez 5x tydné konzumovidno tofu, jak
prokazala japonska studie®. Asigétl’ muzi maji vy$si hladinu
fytoestrogenti v plazmé a v mo&i>*i v sekretu prostatickych
71z, coz je v souladu s teorii o preventivni roli téchto
rostlinnych ldtek. I muzi z oblasti kolem Stfedozemniho moie
jsou vice chranéni”® proti rakoviné prostaty diky lepSimu
sloZeni potravy. RovnéZ pokusy in vitro podporuji teorii, Ze
fytoestrogeny (biochanin A, daidzein a genistein) jsou diete-
tické ochranné latky proti rakoviné prostaty”".

Konzumace s6ji a séjovych vyrobki vykazuje negativni
korelaci i s vyskytem jinych karcinomt, nez jsou nadory
endokrinniho systému. Tak tofu potlacuje riziko vzniku rako-
viny zaludku u japonské populace98 a rakoviny plic ¢inskych
muzi®. Denni konzumace misa je spojena se snizenim prav-
dépodobnosti vzniku rakoviny Zaludku u japonskych muzi'%,
Cinané, jejichz roéni spotieba séjovych fazoli je vy3$i nez
5 kg, jsou 0 40 % méné ohroZeni rakovinou Zaludku'®'. Kon-
zumace séjovych vyhonkt a tofu vyssi nez 9 kg za rok ve
srovndni s ddvkou mensi nez 2 k% za rok sniZuje nebezpeci
vzniku kolorektalniho karcinomu'?.

Zavéry epidemiologickych studii a pokust na zvitatech
nejsou bohuZzel jednozna¢né podporeny experimenty s bunéc-
nymi kulturami, ackoliv je efekt in vitro fytoestrogend na rist
nddorovych bunék zkoumdn dikladné za riznych experimen-
talnich podminek. Ve vétSiné praci je sice popsdn inhibi¢n{
efekt fytoestrogend, ale v fadé ptipadd je inhibice dosazeno az
pri koncentracich fadové presahujicich fyziologické hladiny.
Tak kuptikladu genistein vykazoval antiestrogenni efekt a in-
hiboval®”'®proliferaci bun&k linie MCF-7 nadort prsi in vitro
pri koncentraci vyssi nez 10 um. Pokud se koncentrace geni-
steinu pohybovala ve fyziologickém rozmezi (1 nM az 10 um),
pak naopak rist bunék MCF-7 stimuloval. Pfi posuzovdni
vlivu fytoestrogentli by se nemélo zapominat na to, Ze jako
slabé estrogeny budou za jistych podminek vzdy stimulovat
proliferaci bunék a genovou expresi. Jako dilezitd podminka
miZe totiZz vystupovat napi. pritomnost estradiolu, ktery je
bézné nachdzen u Zen i muzi ve vSech fazich zivotniho cyklu.
Dals{ dalezitou okolnosti mize byt zvoleny typ nddorovych
linif pouzitych k experimenttim. Nicméné vysledky dvou po-
kusi in vivo z posledni doby na zvifatech mohou zdsadné
ovlivnit orientaci dalsich praci v této oblasti a moznd i oteviit
odliSny pohled na roli fytoestrogent. Jestlize byl poddvan
genistein samicim mys$i, kterym byly subkutdnné implanto-
vany nddorové butiky MCF-7, pak rychlost ristu nddorti v této
skupiné byla vyssi nez ve skupiné kontrolni'®. Pokud byl
genistein poddvdn brezim samicim mysi, pak urychloval po-
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dobné jako estradiol ve stejné ddvce pohlavni zralost mladat-
-samic'™ a, co je velmi diileZité, zvySoval u nich pocet center
maligni transformace v mlééné Zlaze. Autofi odvozuji, Ze
expozice fytoestrogeny v téhotenstvi zvysuje riziko vzniku
karcinomu mlécné zldzy mezi potomky-dcerami. V porovnan{
s tim pfineslo sledovdni 48 Zen, které trpély benignimi i ma-
lignimi tumory prsi, vysledky zcela neocekdvané; fytoestro-
geny stimulovaly proliferaci zdravych bunék tkdné¢ mlécné
7lazy'®.

Utinky fytoestrogentl na réizné karcinomy mohou byt
pripsdny fadé mechanismu. Jednak se jisté uplatiuje jak jejich
estrogenni aktivita, tak antiestrogenni, kterd pfevazuje za pfi-
tomnosti endogennich estrogenti. Konecné inhibice bunék
MCEF-7 vysokymi koncentracemi fytoestrogenti je pravdépo-
dobné zcela nezdvisla na interakci s ER'%. V téchto i daliich
piipadech se kliCovym mechanismem stdva inhibice enzymd,
které jsou spojeny s rlstem bunék (ornithindekarboxylasa,
proteintyrosinkinasa a DNA-topoisomerasy), nebo enzymd
fidicich produkci estronu z androgend (aromatasa).

Isoflavony, specidlné genistein, jsou inhibitory'®”'% pro-
teintyrosinkinasy. Genistein ddle snizuje rist, indukuje dife-
renciaci a inhibuje proliferaci leukemickych bunék a melano-
mi!%M% Biochanin A a genistein maji cytotoxicky efekt na
karcinom Zaludku a tenkého stfeva''! a podle nejnovéjsich
vysledkd se pravdépodobné pfi inhibici kolorektdlniho karci-
nomu uplatiiuje i mechanismus aktivace enzymt, jako je
NADPH-chinonreduktasa, kterd chrani bunky proti mutagen-
nimu a karcinogennimu d¢inku volnych radikdld. Poradi akti-
vace bylo: enterolakton>genistein>>biochanin A>>kume-
strol'! DNA-topoisomerasy katalyzuji topologické zmény
v DNA a jsou nezbytné pro replikaci DNA. Genistein in-
hibuje'"? jak topoisomerasu I, tak II v koncentracich okolo
7-20 uM. Aromatasa katalyzuje rychlost uréujici stupeii v syn-
téze estrogend, a proto jsou jeji inhibitory schopny modifiko-
vat hladinu estrogent u Zen. Isoflavony obecné jsou slabsimi
inhibitory aromatasy nez flavony' 42 jejich aktivita je rtiznd
v zdvislosti na zdroji enzymu.

Za 20 let mapovdni vyskytu nddorovych onemocnéni je
vidét markantni ndrdst kolorektdlniho karcinomu bez rozdilu
pohlavi, karcinomu prostaty u muzi a karcinomu prsi a délohy
uZen. Tento trend je ddvdn do piimé souvislosti se zvySovanim
podilu tuk® a masa v potravé a tvoii zdklad strategie prevence
rakoviny cestou zvySovani denni konzumace zeleniny, ovoce
a vldkniny.

5.3. Osteoporosa, symptomy
menopausy, angiogenese
a metabolismus estrogent

Postupné fidnuti kosti je pfirozenym fyziologickym pro-
jevem stafi a souvisi se snizenim produkce steroidil v organis-
mu. ProtoZe ¢etnost zlomenin krcki ¢i zapésti je nizsi v Asii
nez ve vét§iné zdpadnich zemi s, opét to je konzumace fyto-
estrogent, na kterou je kladen dtiraz. Riziko ;l)ostmenopausélm’
osteoporosy zen snizuje hormonalni 1é¢ba''®!'” agkoliv neni
doposud jasné, jakym mechanismem. Proto se piredpoklddd,
Ze fytoestrogeny jako slabé estrogeny by mohly ptisobit pre-
ventivné proti osteoporose. Nepiimy dtikaz této teorii posky-
tuje i fakt, ze ipriflavon v denni davce 200600 mg zvySuje
hmotnost kosti''”. Doposud publikované price zatim nepfi-
ndseji pfili§ optimistické zdvéry. Sledovani 67 holandskych
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Zen v postmenopause po dobu 10 let nepotvrdilo preventivn{
efekt nizké dlouhodobé expozice fytoestrogeny''®. Fytoestro-
geny ovSem mohou pfispivat k prevenci osteoporosy i jinymi
cestami nez interakcemi s ER. Pfedné jsou potraviny ze séji
dobrym zdrojem vdpniku a ddle mohou isoflavony az o 50 %
snizovat ztraty vdpniku vylu¢ovaného moci 19 Pro jedno-
znacné konstatovani o vlivu fytoestrogeni na osteoporosu
zatim chybi dostatek experimentdlnich ddajt. Bylo by nebez-
pecné odvozovat jejich u¢inky pouze na zdkladé aktivity ipri-
flavonu, jehoZ jednim metabolitem je daidzein'*. Navic tera-
peuticky ucinné davky ipriflavonu mnohondsobné pievysuji
redlnou hladinu isoflavoni dosazitelnou pouhou konzumaci
potravin ze s6ji.

Nastup menopausy doprovdzi fada symptomt, z nichz
ndvaly horka jsou nejméné pifjemné a jsou popisovany jako
méné Casté u japonskych Zen nez u kanadskych'?! a soucasné
pouze 4 % japonskych Zen v postmenopause uzivd HRT ve
srovndni se 30 % Zen v USA (cit.'*). Ackoliv mohou byt
rozdily v symptomech menopausy Zen riiznych etnik vyvoldny
riiznymi faktory, n&kteif odbornici'® je pricitaji dietetickym
fytoestro%enﬁm. Prozatim bylo publikovdno pouze nékolik
préci'**'*®sledujicich Getnost ndvalli v zavislosti na podavani
fytoestrogent a ani jedna z nich jednozna¢né pozitivni vliv
nepotvrzuje.

Fytoestrogeny jsou schopny potlagit angiogenesi'?’, kterd
se projevuje abnormdlnim bujenim krevnich cév, nejcastéji
kapildr v nose, plicich, gastrointestindlnim traktu nebo na kizi.
Z tohoto pohledu se jevi jako perspektivni genistein, u néhoz
byl prokdzdn zpomalujici efekt na rlst endothelu bunék
krevnich kapilar izolovanych z hovéziho mozku'?,

Obecné je pfijimdn ndzor, Ze ¢im je delsi doba, po kterou
je Zena vystavena ucinku estrogend, tim je vyssi pravdépo-
dobnost vzniku rakoviny prst, vajecnikti a délohy. ProtoZe jen
asi 5 % vsech pripadi rakoviny je mozno prisoudit genetickym
dispozicim, mohla by mit protektivni ucinek dieta cestou
snizeni koncentrace endogennich estrogend, nebot hladina
estrogend je u pacientek s rakovinou prsii ve srovndni se
zdravou populaci vy§§1"29. Zatim jen relativné mdlo praci se
zabyvalo vlivem fytoestrogenti na hladinu endogennich estro-
genl a hormont, a to jesté nejsou jejich vysledky zcela konzis-
tentni. Zatimco jedni autofi potvrzuji po konzumaci séjovych
isoflavoni'** pokles koncentrace estradiolu, jini nalezli'*! na-
opak ndrtst. Zavéry sledovani'®? 12 7en v premenopause po
dobu 100 dni 1ze povazovat za velice zdvazné. Podani isofla-
vont snizilo koncentraci vylucovaného estradiolu, estronu
aestriolu stejné jako jejich genotoxickych metabolitti 160-hy-
droxyestronu, 4-hydroxyestrenonu a 4-hydroxyestradiolu. Vy-
sledky ukazuji, Ze isoflavony s6ji skutecné potlacuji syntézu
estrogend a méni jejich metabolismus smérem od genotoxic-
kych metaboliti k metabolitim inaktivnim.

6. Zavér

Ptes obrovsky zdjem o fytoestrogeny a jejich ucinky na
lidské zdravi (47 referdtovych ¢lankt v roce 2000, 46 do
listopadu 2001) stdle jeste¢ existuji nezodpovézené otdzky
anové vysledky bddani prindseji nové problémy. I kdyZz zatim
nelze doporucit néjakou optimdlni denni davku fytoestrogend,
zdd se, Ze vétsinovy nazor odbornik je, Ze jejich piiznivy vliv
na lidské zdravi pfevazuje nad moznymi riziky.
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J. Moravcova® and T. Kleinova® (“Department of Chemi-
stry of Natural Compounds, Institute of Chemical Technology
Prague, "Research Institute of Animal Production, Prague):
Phytoestrogens in Nutrition — Do They Bring Benefit or
Involve Risk?

Phytoestrogens are secondary metabolites of plants dis-
playing both estrogenic and antiestrogenic activity. Moreover,
they can also act through other estrogen-independent mecha-
nisms. Soya is their main source in human nutrition. Popula-
tion-based studies have suggested that consumption of a phy-
toestrogen-rich diet protects from civilization diseases. The
evaluation of their beneficial effects is rather confusing due to
individual sensitivity of humans to biological effects of phy-
toestrogens.
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1. Uvod

V rdmci celosvétového trendu ochrany Zivotniho prostfedi
jsme se zaméfili na pfipravu doporucenych dat pro nékteré
fyzikdlné-chemické vlastnosti organickych polutantd. Z fady
fyzikdlné-chemickych vlastnosti, které fidi osud latek v Zivot-
nim prostiedi, jsme zvolili tlak nasycenych par nad tuhou a ka-
palnou fazi. Ten urcuje distribuci latky mezi vodu a vzduch,

v obecnych predstavdch déli.

V oteviené, tedy vetejné piistupné literatuie, je k dispozici
nékolik datovych kompendii, databazi a monografii doprova-
zenych sbirkami dat, které uvadéji udaje tlaku nasycenych par
nejcastéji ve formé parametrt korela¢ni rovnice pro nékolik
tisic latek. Mensi ¢dst z uvedenych dél obsahuje zhodnocena
data, kterd predstavuji jedinecny tdaj obvykle vznikly kritic-
kym rozborem a posouzenim nékolika z literatury pievzatych
udajd. Jind obsahuji pouhy vycet hodnot pfevzatych vétsinou
z ptivodnich ¢asopiseckych praci. Vycet tdajti postrada jaké-
koli kritické zhodnoceni, coz vyrazné omezuje vyuziti; v fadé
piipadli se uvedend data vyznamné liSi, a bez hlubokych
znalosti a zkuSenosti a pfipadné bez pomoci dalsich termody-
namickych udaji je obtizné vybrat spravnou hodnotu. Typic-
kym predstavitelem této skupiny dél jsou dvé datovd kompen-
dia velmi Casto vyuzivand a citovand specialisty na problema-
tiku Zivotniho prostiedi: Howard' a Mackay a spol.”
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Na piikladu 1,4-dichlorbenzenu ukdzeme, jak rozdilné
ddaje o tlaku nasycenych par je mozné nalézt ve dvou zminé-
nych datovych kompendiich. Zatimco Handbook of Environ-
mental Fate and Exposure Data for Organic Chemicals' uvadi
pii teploté 25 °C jedinou hodnotu 1,76 torr (235 Pa), Illustra-
ted Handbook of Physical-Chemical Properties and Environ-
mental Fate for Organic Chemicals® uddvd 15 vzdjemné
znaéné odlisnych hodnot v rozmezi od 48 do 266 Pa. Rohac
a spol.3 uvdadi hodnotu 136 Pa ziskanou simultdnnim zpraco-
vanim vlastnich a literarnich dat tlaku nasycenych par a ter-
malnich veli¢in. Autofi ani jednoho z obou citovanych kom-
pendii'? neuvadgji zadny z piimych experimentdlnich tdaji
tlaku nasycenych par, které ve svém zpracovani pouzili Rohac
a spol.3 Data tlaku nasycenych par z kompendia Mackay
a spol. jsou uvedena v tabulce I.

Pro ptipravu dat jsme zvolili cestu experimentdlniho sta-
noveni hodnot tlaku nasycenych par a nékterych termdlnich
veli¢in s vyuzitim adekvatnich metodik a zpracovani vlastnich
az literatury prevzatych dat pomoci exaktnich vztaht. Vysled-
kem jsou pak doporucend data uvadéjici jediny udaj doprova-
zeny zhodnocenim jeho kvality vyjddiené obvykle relativn{
nebo absolutni chybou udaje.

2. Studované latky

Pri vybéru studovanych latek jsme se fidili aktudlni potfeb-
nosti dat. Studované ldtky byly vybirdny z n€kolika seznami
prioritnich kontaminanti*”. P¥i vybéru jsme ddle zjisfovali,
jakd data jsou pro litky v literatuie dostupnd, jaka je kvalita
dat, jaky je vzdjemny rozptyl dat v piipadech, kdy byla k dis-
pozici data z riznych literdrnich pramenti. V neposledni fadé
jsme posuzovali také dostupnost ldtek v mnozstvi dostate¢ném
pro nase experimenty. VSechny nami dosud studované latky
jsou syntetickymi produkty a do Zivotniho prostredi se dostd-
vaji vlivem lidské ¢innosti. Dosud byly studovany tyto skupi-
ny latek: chlorbenzeny (1,2-, 1,3-, 1,4-dichlorbenzen, 1,2,3-,
1,2,4-, 1,3,5-trichlorbenzen, pentachlorbenzen), estery kyse-
liny ftalové (dimethyl, diethyl, dibutyl, benzylbutyl, bis(2-
-ethylhexyl)), monochlorfenoly (2-, 3-, 4-chlorfenol) a me-
thylaniliny (2-, 3-, 4-methylanilin).

3. Pouzita zarizeni
3.1.Méfenf tlaku nasycenych par

Tlak nasycenych par byl méfen na tfech riznych pracovis-
tich tfemi rGznymi metodami: statickou metodou v rozmez{
tlakt 1 Pa az 56 kPa, dynamickou metodou v tlakovém inter-
valu od 3 do 105 kPa a Knudsenovou efuzni metodou v tlako-
vém intervalu od 0,1 do 1 Pa. Uvedené metody jsou komple-
mentdrni v méfeném tlakovém rozmezi.

Pro méfenf statickou metodou byla pouZita aparatura po-
stavend na Ustavu fyzikdlni chemie VSCHT Praha®’, neddvno
vyrazné modernizovand'®!!, pro jejiz konstrukci slouzila ja-
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Tabulka I

Referaty

Tlak nasycenych par tuhého 1,4-dichlorbenzenu (teplota tani = 53 °C) pii 25 °C, jak jej uvadi Mackay a spol.*’

Tlak nasy-  Ziskdno Lit.
cenych par

90,2 extrapolaci Weast, ed.: Handbook of Chemistry and Physics. 53Med., 1972-73.

235 citovano Hine, Mookerjee: J. Org. Chem. 40, 292 (1975).

533 citovdano Haque: Dynamics, Exposure and Hazard Assessment of Toxic Chemicals, str. 47.

Michigan 1980.
133 citovano Neely: Dynamics, Exposure and Hazard Assessment of Toxic Chemicals, str. 287.
Michigan 1980.

90 citovano Mackay a spol.: Environ. Sci. Technol. 16, 645 (1982).

125,6 odhadnuto Mackay a spol.: Environ. Sci. Technol. 16, 645 (1982).

134 odhadnuto Arbuckle: Environ. Sci. Technol. 17, 537 (1983).

128 extrapolaci Boublik a spol.: Dynamics, Exposure and Hazard Assessment of Toxic Chemicals,
Antoineovy rovnice str. 379., 1984.

243 extrapolaci Dean, ed.: Lange’s Handbook of Chemistry, 13™ ed. New York 1985.
Antoineovy rovnice

86,7 ,»syceni plynem‘* Chiou, Shoup: Environ. Sci. Technol. 79, 1196 (1985).

47,5 citovdno Mackay a spol.: Chemosphere /4, 335 (1985).

235 citovdno Riddick a spol.: Organic Solvents, 4™ ed. New York 1986.

140 extrapolaci Stephenson, Malanowski: Handbook of the Thermodynamics of Organic Compounds.
Antoineovy rovnice New York 1987.

266 vybrdno Suntio a spol.: Rev. Environ. Contam. Toxicol. 103, 1 (1988).

173 vybrano Suntio a spol.: Chemosphere /7, 1249 (1988).

17 citované prace zabyvajici se sorpci par organickych ldtek na ptiddach neni patrné, odkud byla hodnota tlaku nasycenych par
ziskdna; zfejmé prevzata z Handbook of Chemistry and Physics (ed. Weast)

ko vzor statickd aparatura v laboratofi prof. Jose na univerzité
Claude Bernarda (UCB) v Lyonu (Francie)]z’”. Statickd apa-
ratura na UCB dovoluje méfeni az do tlak(i 200 kPa a byla
na ni provedena rovnéz nékterd naSe méfeni. Aparatura na
VSCHT Praha je uréena pro méfeni v teplotnim intervalu od
—50 do 250 °C a v tlakovém rozmezi od 1 Pa do 101 kPa, ale
vzhledem k piesnosti méteni teploty je vyuZivdna pouze do
tlaku zhruba 1 kPa. Chyba v méfeni teploty AT = 0,03 K
achyba v méfeni tlaku Ap = 0,5 % pro tlaky vyssinez 1300 Pa,
Ap = 1,5 % v rozmezi tlaki 100 az 1300 Pa a Ap =2 % pro
tlaky pod 100 Pa (cit.”).

Meéieni na dynamické aparatufe metodou komparativni
ebuliometrie'* byla realizovana na pracoviiti Ustavu chemic-
kych procesit AV CR (ddle UCHP). Aparatura pracuje v te-
plotnim intervalu od 30 do 300 °C a v tlakovém intervalu od 3 do
105 kPas chybou méfeni teploty AT=0,01 K atlaku Ap = 0,05 %.

Knudsenova efuzni aparatura'5 na univerzité Porto (UP)
v Portu (Portugalsko) byla vyuzita zatim pouze pro méfeni
nékolika organickych ldtek, které jsou pouzivdny pro nepfi-
mou kalibraci tlakovych &idel ve statické aparatuie'. Knud-
senova efuzni aparatura na UP umoziuje méfeni v rozmezi
teplot od 20 do 100 °C a v tlakovém intervalu od 0,1 do 1 Pa
s chybou méteni AT = 0,01 K, Ap =2 %.

3.2. Méteni tepelnych kapacit
a entalpii tdnf{

Tepelné kapacity a entalpie tan{ Cistych latek v kondenzo-
vaném stavu byly dosud méfeny na tfech kalorimetrech fran-
couzské firmy SETARAM.
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Kalorimetr C-80 SETARAM umistény na Ustavu fyz-
ikdlni chemie VSCHT umoZﬁulje méfeni v teplotnim intervalu
od 30 do 300 °C. Kalorimetr'’ pracuje na principu mé&feni
tepelného toku termocldnkovou baterii mezi dvéma
kalorimetrickymi nddobkami, referencni a mérnou, o vnitfnim
objemu kazdé z cel 9,5 cm’®. Typické méfeni se provadi tzv.
,.krokovou metodou‘ spoc¢ivajici v méteni tepelného toku pfi
zvyseni teploty o 5 az 10 K s rychlosti ohfevu 0,2 K.min™".
Relativni chyba méfeni je mensi nez 1 %.

Tepelné-vodivostni kalorimetr Micro DSC I SETARAM
pracuje na stejném principu jako vySe uvedeny kalorimetr
C-80, experimenty lze provadét v intervalu od —20 do 120 °C,
s celami o vnitinim objemu cca 1 cm®. Relativni chyba méfeni
je mensi nez 0,5 %. Méfeni byla provadéna na Technické
univerzité Bergakademie Freiberg (SRN), za pouziti metody
diskontinualniho néhievu'®.

Proudové kompenzovany kalorimetr DSC 141 SETARAM,
pracujici ve velmi Sirokém teplotnim rozsahu, byl vyuZzit pro
méfeni tepelnych kapacit v tuhé fazi v rozsahu od 133 K do
laboratorni teploty. Méfeni se provadi v hlinikovém kelimku
obsahujicim cca 100 mg latky. Protoze kelimek neni mozné
dokonale utésnit, jsou méfeni tepelnych kapacit vhodnd jen
pro latky, které maji v oboru méfenych teplot velmi nizky
tlak nasycenych par. Méfeni'® byla provadéna na Technické
univerzité¢ Bergakademie Freiberg (SRN), s rychlosti ohre-
vu 4 K.min™". Vzhledem k dosavadnim malym zku$enostem
a nedokoncenym testim na vyuZiti kalorimetru DSC 141
SETARAM pro méfeni tepelnych kapacit byla chyba méfeni
odhadnuta na 3 % v rozmezi teplot od 203 do 293 Kana5 %
v rozmezi teplot od 133 do 203 K.
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4. Zpracovani dat

4.1. Literdrni reSerSe a vlastni méfeni

Pro kazdou latku byl pred zahdjenim experimentd pfipra-
ven piehled dostupnych experimentdlnich dat. Jako hlavni
zdroj dat pro tlak nasycenych par ¢istych ldtek slouzily mono-
grafie Dykyje a spol.'**’, Boublika a spol.?' a prib&zné& aktua-
lizovand datovd kompilace TRC Tables?>* Takto ziskany
prehled byl jesté doplnén o resersi z Chemical Abstracts.

Monografie Zdbranského a spol.24 ajeji aktualizace™ byly
kompletnim zdrojem udaji pro tepelné kapacity Cistych latek
—kapalin. Tepelné kapacity tuhych ldtek byly pievzaty jednak
z vlastni databize CDATA vyvinuté v Ustavu fyzikalni che-
mie (cit.”®), jednak z piivodnich ¢lankd. Potfeba novych tidaji
byla pak posouzena z kriticky zhodnocenych literarnich dat.

Monografie Majera a Svobody?’ s kriticky vybranymi tdaji
pro takika 800 latek byla hlavnim zdrojem dat o vyparné en-
talpii; data z monografie byla doplnéna o aktudlni udaje z prt-
bézné provadéné reserse” stejné tak jako sublimaéni entalpie.

Tepelné kapacity cCistych ldtek ve stavu idedlniho };lynu
byly ziskdny pfevazné z monografie Frenkela a spol.”, ve
které jsou uvedeny parametry korelacni rovnice pro zhruba
3000 latek. Pro nékolik ldtek neuvedenych ve Frenkelové
monografii byly tepelné kapacity ve stavu idedlntho plynu
odhadnuty3°.

4.2. Simultdnni korelace tlaku
nasycenych par a termdlnich dat

Po provedenych experimentech byla vlastni data spolu
s daty prevzatymi z literatury zpracovana metodou simultanni
korelace tlaku nasycenych par a termédlnich dat: vyparné en-
talpie a rozdily tepelnych kapacit nasycené pdry a nasycené
kapaliny (pro rovnoviahu kapalina—pdra), pfipadné sublima¢n{
entalpie arozdily tepelnych kapacit nasycené pdry a tuhé latky
(pro rovnovdhu tuhd ldtka—pdra). Cilem simultdnni korelace
jeurcit tlak nasycenych par vysokovroucich organickych latek
v okoli teplot zajimavych z hlediska feSeni problematiky Zi-
votniho prostiedi, tedy zhruba od —40 do 50 °C. K tomu se
vyuZivaji exaktni vztahy mezi n€kterymi termodynamickymi
veli¢inami (odvozeni viz napf. Ruzicka a Majer’!). Metoda
simultdnni korelace umoznuje také posoudit, zda jsou tlaky
nasycenych par a odpovidajici termdlni veli¢iny vzdajemné
termodynamicky konzistentni. Pak je mozné provést kritické
zhodnoceni dostupnych experimentdlnich dat, vyloucit data
zjevné zatizend systematickymi chybami a vybrat doporucend
data predstavujici objektivné nejpresnéjsi a nejspravnéjsi ida-
je o tlaku nasycenych par (resp. sublimacnim tlaku) a vyparné
(resp. sublimacni) entalpii. Pro aplikaci metody simultann{
korelace jsou potiebnd kromé nejcastéji mérenych stfednétla-
kych hodnot tlaku nasycenych par obvykle dobfe dostupnd
termdlni data, vyparné nebo sublimacni entalpie a tepelné
kapacity kapaliny, tuhé latky a idedlniho plynu.

Byly popsdny vizudlni testy pro posouzeni nahodilych
asystematickych chyb experimentdlnich dat tlaku nasycenych
par. Jsou to testy podle Aima (viz Nielsen®?) nebo podle Oonka
aspol.*, ve kterych se transformuji data tlaku nasycenych par
tak, aby byl zvyraznén rozdil mezi subjektivné zvolenou ,,sprav-
nou kiivkou* a jednotlivymi experimentdlnimi body. Cilem
takového testu je oddélit spravnd experimentdlni data, kterd
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lezi na vyhlazené kiivce nebo v jeji blizkosti, od ostatnich
udaji tlaku nasycenych par, které jsou ziejmé zatizeny syste-
matickymi nebo nahodilymi chybami. Posouzeni spravnosti
dat a vylouceni chybnych dat je subjektivni; na rozdil od
metody simultdnni korelace a dalSich v pfedchozim odstavci
zminénych postupl neni zaloZeno na exaktnich vztazich.

V dals{ casti je stru¢né popsdna ndmi pouzivand metoda
simultdnni korelace. Jeji podrobné odvozeni je uvedeno v pra-
ci’!. Zavedeme-li pro podil vyparné entalpie AH, (resp. sub-
limacni entalpie) a rozdilu kompresibilitnich fgktorﬁ pary
a kapaliny (resp. tuhé latky) Az, veli¢inu AH" = AHMJMVY,P
apro teplotni derivaci AH” podél kfivky nasyceni veli¢inu AC
= (dAH’/dT),,, pak pro né€ Ize odvodit vztahy:

AH’ = RTXd In p®/dT) (1)

(2)

nas

AC’ = 2RT (d In p?/dT) .+ RT*(d

nas

In p?/dT?)

nas

Pro veli¢iny AH’a AC” je mozné odvodit také ndsledujici
vztahy:

AH,,
AH’ = - (3)
1+ 2 (p-v0)
RT
4B d(B - V(”) dp
AC’ = AC,, — Tp? — - 2T - -
RTE a \dT )
Y dzP
~T(B - - 4
< >(de j @

kde AC, = C - C,'3 jerozdil tepelné kapacity idedlniho plynu
a tepelné kapacity kapaliny (pro rovnovihu kapalina—pdra),
pripadné tepelné kapacity tuhé litky (pro rovnovdhu tuhd
latka—pdra). Rovnice (3) a (4) plati za predpokladu, Ze stavové
chovani plynné fize je pod normdlni teplotou varu mozné
popsat s dostate¢nou presnosti pomoci viridlni stavové rovnice
s druhym viridlnim koeficientem B.

Zvolime-li vhodnou korela¢ni rovnici pro popis zavislosti
tlaku nasycenych par na teploté, mizeme veli¢iny AH’a AC’
vypocitat z této rovnice pomoci vztahl (/) a (2). VeliCiny
AH’a AC’ 1ze také vypocitat z termdlnich ddaji a dat o tlaku
nasycenych par podle vztahi (3) a (4). Mlzeme tedy simul-
tanné korelovat tlak nasycenych par (resp. sublimacni tlak
par), vyparnou entalpii (resp. sublimacni entalpii) a rozdil
Avap- Vysledkem takové korelace jsou parametry zvolené
korelacni rovnice pro zdvislost tlaku nasycenych par na teplo-
té. Parametry takové rovnice jsou ziskdny minimalizaci objek-
tivni funkce S, kterd je definovdna jako:

(lnp®exp _lnp®vyp )2 (AHaexp _AHyvyp)z

1 .
S= L+ K} L4
= o2inp? ng'] G AR
2
, o (Ao —acr)
+KEY———k )
cZ,l oIAC (5)



Chem. Listy 96, 290 — 295 (2002)

Tabulka II
Prehled méfeni tlaku nasycenych par a tepelnych kapacit
studovanych latek na jednotlivych pracovistich

Referaty

Latka Tlak nasycenych par® Tepelnd kapacita®
VSCHT UCB Lyon UCHP AV CR VSCHT TU BAF

1,2-Dichlorbenzen [38] [39] [3]

1,3-Dichlorbenzen [38] [39] [3]

1,4-Dichlorbenzen [38] [39] [3]
1,2,3-Trichlorbenzen [38] [3]
1,2,4-Trichlorbenzen [39] [3]
1,3,5-Trichlorbenzen [38] [3]

Pentachlorbenzen [38] [3]

Dimethylftalat [17] [17] [17] [17] [17]
Diethylftaldt [9] [9] [91 [40] [40]
Dibutylftal4t [9] [9] [40]

Benzylbutylftaldt [9] [40]
Bis(2-ethylhexyl)ftaldt [9] [40]

2-Chlorfenol [9] (9] [41]
3-Chlorfenol 9] [41]
4-Chlorfenol [9] [41]
2-Methylanilin [9] [18] (18]
3-Methylanilin [9] [18] (18]
4-Methylanilin [9] [18] (18]

 Cisla v hranatych zdvorkdch odpovidaji piislusnému lit- 300 400 500 600

erarnimu odkazu

Pro zavislost tlaku nasycenych par na teploté byla pro svou
flexibilitu vybrana na zdkladé rozsahlych testi** tiiparametro-
va Coxovarovnice se dvéma nastavitelnymi parametry T, a p,,
(tyto zvolené parametry charakterizuji referenc¢ni bod, nejcas-
téji trojny bod):

(%]

h{p—) = (1 - 5) exp (Ay+ AT + AT
Po T

(6)

4.3. Vysledky zpracovdni dat,
doporucend data

V tabulce II je uveden prehled ndmi zméfenych novych
experimentdlnich dat s uddnim literarntho odkazu na jejich
publikaci. Ve vétsiné v tabulce uvedenych praci jsou do-
porucend data tlaku nasycenych par uvedena ve formé para-
metrd Coxovy rovnice (6), v tabeldrni formé jsou uvedeny
vyparné nebo sublimaéni entalpie vétSinou pfi teploté 25 °C
a pti teploté trojného bodu. Z parametri Coxovy rovnice je
mozné vypocitat vyparnou nebo sublimac¢ni entalpii pfi libo-
volné teploté v intervalu platnosti s pouZitim rovnic uvede-
nych napf. v praci®’.

Obr. 1 uddvd teplotni rozsahy dat pfevzatych z literatury
a dat ndmi naméfenych na vySe uvedenych pracovistich. Po
prohlédnuti tohoto obrdzku si ¢tendf poloZzi logickou otdzku:
proc autofi této prace méfili tam, kde byla jiZ v literature data
k dispozici, nékdy dokonce i v §ir§im teplotnim intervalu, nez
ve kterém byla novd méfeni provedena. Odpovéd 1ze nalézt
na obr. 2. Rada v literatufe publikovanych dat tlaku nasyce-
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Obr. 1. Porovnani rozsahu teplot méreni u novych a literarnich ex-
perimentalnich ddaji; M novd data tlaku nasycenych par, O li-
terdrni data tlaku nasycenych par, @ novd data tepelnych kapacit,
O literdrni data tepelnych kapacit
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Obr. 2. Odchylkovy graf tlakii nasycenych par dimethylesteru
kyseliny ftalové, V 37Gar/Bre, x 49Bru/She, ¥ 64Sch, + 85How/
Ban, O UCHP, @ 48Sma/Sma, <> 590le, * 82Xin/Hua, ® Lyon,
O VSCHT, 92Dau/Dan, 98Joh (37Gar/Bre = Gardner G.
S., Brewer J. E.: Ind. Eng. Chem. 29, 179 (1937); 48Sma/Sma = Small
P. A., Small K. W.: Cowley. P. Trans. Faraday. Soc. 44, 810 (1948);
49Bru/She = Bruner W. M., Sherwood L. T. J.: Ind. Eng. Chem. 41/,
1653 (1949); 590le/Mar = Olevskii V. M., Martynenko R. L., Pogo-
dina M. O., Kuzmina N. V., Sokolova T. K.: Trudy GIAP /0, 93
(1959); 64Sch = Schroder E.: Plaste Kautsch 717, 205 (1964); 82Xin/
Hua = Xing Y. D., Huang N. Z.: J. Org. Chem. 47, 140 (1982);
85How/Ban = Howard P. H., Banerjee S., Robillard K. A.: Environ.
Toxicol. Chem. 4, 653 (1985); 92Dau/Dan = Daubert T. E., Danner
R. P.: Physical and Thermodynamic Properties of Pure Compounds:
data compilation. Hemisphere, Bristol (PA) 1992; 98Joh = Johns A.:
soukromé sdélent, Lyon = data ze statické aparatury UCB; UCHP =
data z dynamické aparatury UCHP AV CR; VSCHT = data ze statické
aparatury VSCHT Praha)

nych par je zatiZena velkou chybou a data nejsou konzistentn{
s termdlnimi veli¢inami. Vyjimkou jsou data 2-methylanilinu,
jehoz méfeni tlaku nasycenych par a tepelnych kapacit v NI-
PER, Bartlesville (USA) (cit.?®) byla provedena ve velkém
teplotnim intervalu a s velmi dobrou presnosti. Nase méfen{
této ldtky byla uskute¢néna pro porovnani a ovéreni presnosti
nasSich ddaja.

5. Zavér

Pro fadu ldtek zarazenych legislativnimi autoritami mezi
sledované prioritni polutanty bud data tlaku nasycenych par
chybi, nebo se riiznd v literatufe publikovand méfeni navzdjem
vyrazné lisi. Chybéjici data pro organické polutanty, cozZ jsou
vesmés vysokovrouct ldtky, je nezbytné doplnit experimentdl-
nim stanovenim, protoZze odhadové metody v oboru nizkych
tlakti nasycenych par vétSinou selhdvaji. Publikovand data,
casto vzdjemné znacné odlisnd i v rdmci experimentdlnich
chyb pouzitych metodik, je potfebné zpracovat za pouZiti
exaktnich termodynamickych vztahti dovolujicich data objek-
tivné posoudit.

Pro experimenty je nutné volit adekvatni metodiky. V oboru
nizkych tlaki poskytuji nejpresnéjsi data tlaku nasycenych par
metody statickd a Knudsenova efuzni, zatimco vysledky satu-
racnich a pfedevs§im chromatografickych metod byvaji zati-
Zeny velkymi systematickymi chybami. Experimentdln{ kalo-
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rimetrie je v dneSni dobé zalozena predevsim na vyuziti ko-
merc¢nich pfistroji. Ziskdni vérohodnych dat z takovych pii-
strojii vyZaduje, aby byly periodicky kalibrovany.

Tato prdce vznikla za financni podpory grantu ¢. CB MSM
223400008. Autori dékuji svym spolupracovnikiim K. Aimovi,
M. Censkému, P. Dudkové, P. Chuchvalcovi, M. Lipovske,
M. Polednickovi a V. Rohdcovi, bez nich? by tato prdce ne-
mohla vzniknout.
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1. Uvod

Hexano-6-laktam, tradi¢né oznaCovany jako €-kaprolak-
tam (KL), Ize pfevést v polymer hydrolytickym, aniontovym
i kationtovym mechanismem. Hydrolytickd polymerizace KL
se stala jiz v roce 1939 prlimyslové vyuZivanou technologii
pro vyrobu polyamidu 6 (PA 6). Pozdéji, byt ve vyrazné
mensSim méfitku, se zacala vyuzivat i aniontovd polymerizace
KL ve formach, a to ptedev§im pro vyrobu masivnich odlitkd,
casto i komplikovanych tvar. Podrobnému studiu mechanis-
mu otevirdni laktamovych cyklt, v naprosté vétsing sedmi-
lejsim reakcim, které doprovazeji riistovou reakci, i kinetic-
kym aspektim polymerizace byla vénovana dlouhd fada praci,
z nichZ nejvyznamné;jsi jsou shrnuty v monografiich'™.

Na VSCHT v Praze md studium problematiky polymeri-
zace a kopolymerizace laktaml padesatiletou tradici. Jeho
zalitky jsou spojeny se jménem zakladatele Ustavu (dfive
katedry) polymertt VSCHT v Praze prof. O. Wichterla.

V poslednim desetileti se v Ustavu polymeri VSCHT
v Praze soustiedil zdjem na poli pfipravy a charakterizace
polyamidl zejména na studium méné obvyklych inicia¢nich
systému polymerizace KL, na pfipravu blokovych kopolyme-
ri s poly(e-kaprolaktamovymi) a elastomernimi bloky a na
studium tvorby cyklickych oligomerd KL a jejich vlastnosti.

2. Neaktivovana aniontova polymerizace
hexano-6-laktamu

Na rlstové reakci aniontové polymerizace laktami se
podili aniontové aktivovany monomer (laktamat) a N-acylo-
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vany laktam®, tvofici neiontové riistovd centra. Obé slozky
(inicidtor a aktivdtor) mohou byt doddvany do polymerizacni-
ho systému bud pifmo, nebo ve formé vhodného prekurzo-
ru. [Terminologickd pozndmka: Bazickd slozka produkujic{
aniontové aktivovany laktam, zde nazyvand inicidtor, byva
nékdy v literatuie oznacovana jako katalyzdtor a slozka, kterd
je ristovym centrem nebo jeho prekurzorem jako inicidtor
(zde aktivator).]

Kombinace laktamatu a aktivatoru zarucuje vysokou rych-
lost polymerizace — tato polymerizace byvd oznacovana jako
aktivovand. Pfi iniciaci samotnym laktamdtem, tzv. neaktivo-
vané polymerizaci, se aktivator (N-acyllaktam) vytvafi v po-
lymeriza¢nim systému pomalou N-acylaci aniontové akti-
vovaného laktamu neutrdlnim laktamem (disproporcionacn{
reakce). Klicovou slozkou polymeriza¢niho systému je inicia-
tor, ktery vyznamné ovliviiuje priibéh polymerizac¢niho proce-
su i vlastnosti konecného produktu. K iniciaci aniontové po-
lymerizace KL se vyuzivaji vétSinou alkalické laktamadty,
nejcasteji sodnd ¢i draselnd stil KL. Méné rozsitenymi inicid-
tory jsou hotec¢naté soli odvozené od KL; e-kaprolaktammag-
nesiumbromid (KLMgBr) se vSak stal dileZitou slozkou ini-
cia¢nich systému pro piipravu blokovych kopolymerd s bloky
poly(e-kaprolaktamu) a polyetheru technologif ,.,reaction in-
jection moulding* (RIM).

Zatimco riznym aspektim aktivované aniontové polyme-
rizace KL byla v minulosti i z praktickych divodi vénovana
znaénd pozornost, neaktivovand polymerizace zustala stranou
zdjmu. Touto polymerizaci s nizkou koncentraci rtstovych
center jsme se zacali detailnéji zabyvat predev§im proto, Ze
dovoluje citlivé testovani aktivity a kvality pouZitych inicid-
torli a stejné tak i testovani vlivu necistot vcéetné vody na
prubéh aniontové polymerizace.

Z porovndni prubéhu neaktivované aniontové polymeriza-
ce KL iniciované jeho sodnou soli (KLNa) pfipravenou in situ
reakci KL s methanolickym roztokem CH;ONa (cit%)s drivej-
§imi literdrnimi ddaji® 1ze soudit, Ze inicidtor pfipraveny in sifu
md mirné niz8i aktivitu nez peclivé izolovand sodnd sul KL.
Polymerizace byly provddény v Sirokém rozmez{ koncentrace
inicidatoru (0,2-10 mol.%) a pii teplotach pod i nad teplotou
tani vznikajictho polyamidu. Pro pocatecni, autoakcelera¢ni
fazi polymerizace, béhem niz se pomalou disproporcionaéni
reakcf tvori ristovd centra, byla stanovena zdanlivd aktivacni
energie £, = 230 kJ.mol™'. Druhé fazi, kterd se vyznaluje
formdlné nultym kinetickym fddem reakce vzhledem k mo-
nomeru, odpovidad zhruba polovi¢ni aktiva¢ni energie, totiz
120 kJ.mol™", souhlasné s E, odpovidajici aktivované polyme-
rizaci®. Necelistvy, teplotn& zdvisly fad reakce vzhledem k ini-
cidtoru v obou stadiich polymerizace svéd¢i o neobvykle
komplikovaném reakénim mechanismu, kde je riistovd reakce
doprovdzena bazicky katalyzovanymi vedlej$imi reakcemi
véetné Sté€peni fetézcl. Odpovidd tomu i pribéh viskozitni-
ho priméru polymeriza¢niho stupné vznikajiciho polymeru,
ktery Sprochzizf maximem pfi dosazeni asi 80 % obsahu poly-
meru’.

Jiz dfive bylo prokdzino’, ze inicidtor KLMgBr ddvkova-
ny v izolované formé, nebo vznikajici in situ reakci ethylmag-
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nesiumbromidu (EtMgBr) s KL, disproporcionuje v polyme-
riza¢nim systému na di(e-kaprolaktamat) hofec¢naty (KL,Mg)
a bromid hofec¢naty. Iniciacni aktivita KLMgBr je vyrazné
vys§inez aktivita KL,Mg (cit.®)a v obou pripadech vyznamné
zdvisi na zplsobu jejich pfipravy. Pro piipravu KL,Mg jsme
testovali nékolik syntetickych postupd. Nejcistsi produkt s nej-
niz§im podilem solvatovaného rozpoustédla byl ziskan reakci
KL s diethylmagnesiem v bezvodém etheru’.

Spole¢nym rysem neaktivovanych aniontovych polymeri-
zaci iniciovanych slouc¢eninami hoic¢iku — KL,Mg, KLMgBr
i EtMgBr — je absence autoakceleracni periodyg, kterd je ty-
pickd pro polymerizace iniciované alkalickymi solemi lakta-
mu. Pozoruhodnd je také dosud nepopsand nevyraznd zavis-
lost rychlosti polymerizace na koncentraci iniciujici slouceni-
ny hor¢iku. Na rozdil od iniciace KLNa (cit.”), kdy polymer
vznikd vys$i rychlosti neZ pfi iniciaci hofe¢natymi slouceni-
nami a jeho maximalné dosazitelny obsah odpovidd rovnovaz-
nému sloZeni produktu polymerizace pii dané teploté, ustavuje
se v pfipadé iniciace KL,Mg, KLMgBri EtMgBr limitni obsah
polymeru, jehoz hodnota je nizsi, nez odpovidd pfislusné
rovnovdze. Velmi zajimavym aspektem téchto polymerizaci

Funkcionalizace telechelického polymeru
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je také potlaceni tvorby cyklickych oligomerd' (viz kapi-
tola 4).

Rozdilny je i vliv vody, i¢inného inhibitoru polymerizace,
na polymerizacni systémy iniciované jednak alkalickou sol{
laktamu, jednak slou¢eninami hoi¢iku'. P¥i polymerizaci ini-
ciované KLNa se s rostouci koncentraci vody logicky, v di-
sledku soucasné hydrolyzy N-acyllaktamovych rlstovych
center a inicidtoru, prodluzuje autoakcelera¢ni perioda poly-
merizace a vyrazné klesd polymeriza¢ni stupen vznikajiciho
polymeru. Nepfesahuje-li obsah vody polovi¢ni hodnotu po-
¢atecni koncentrace inicidtoru, je polymerizacni sP/stém scho-
pen dosdhnout rovnovazného obsahu polymeru''. Neaktivo-
vand aniontovd polymerizace KL iniciovand slouc¢eninami
hot¢iku je vici vodé podstatné méné citlivd. Pokles polyme-
rizacni rychlosti a polymeriza¢niho stupné vznikajicich po-
lymert je v zdvislosti na rostoucim obsahu vody pozvolné&jsi.
Naopak limitni obsah polymeru s rostouci koncentraci vody
zietelné klesd. Snizeni polymerizacnich stuptiti produktti po-
lymerizace 1ze v obou piipadech iniciace prisoudit Stépeni
makromolekul vlivem anorganické bdze, kterd vznika reakc{
inicidtoru s vodou. Reakci Mg inicidtort s vodou miize dochd-

D AR A A A% ¢

e-kaprolaktam

HN— CO

funkcionaliza¢ni
¢inidlo

U+F

Struktura rastového centra

OC—N—I S g SHP—N—CO
W, W,

Architektura kopolymeru

PA 6 03

3. PA 6

Tvrdy segment Spojka Telechelicky polymer - elasticky segment
X F sy
-OH -O-CO-NH-R-NH-CO-
OCN-R-NCO
-NH, -NH-CO-NH-R-NH-CO-
-OH OC—N-CO-R-CO-N—CO -0-CO-R-CO-
-NH, -NH-CO-R-CO-

Schéma 1. Pfiprava blokovych kopolymert poly(e-kaprolaktamu)
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zet ke vzniku hydroxyderivati hoiciku, které jsou schopny
v taveniné KL podléhat kondenzacnim reakcim, obdobné jako
je tomu pfi fizené hydrolyze alkoxidi kovi za vzniku oxopo-
lymeru'?. Inicidtory tak mohou efektivné vdzat vodu a kinetika
polymerizace neni jeji piitomnosti v polymerizacni ndsadé
vyrazné ovlivnéna.

3. Kopolymerizace hexano-6-laktamu

Modifikace vlastnosti PA 6, resp. dpravy jeho vlastnosti
na miru, Ize dosdhnout jak chemickou, tak fyzikdlni cestou.
Fyzikdlni modifikace spociva v piipravé smési, vétSinou s po-
uzitim kompatibilizatora'’. N43 zdjem se soustfeduje na che-
mické modifikace — programové na piipravu blokovych kopo-
lymerti PA 6 a kopolymerizace KL s jinymi monomery.

Cestou k syntéze blokovych kopolymert PA 6 je anionto-
va polymerizace KL na vhodné modifikovanych koncovych
skupinéch telechelickych polymert. Vyzkum jsme zaméfili na
testovani a optimalizaci parametrd, které ovliviuji polymeri-
zacni proces a mechanické vlastnosti pfipravenych materidld,
a to i z hlediska mozného komercniho vyuziti. V zdvislosti na
podminkdch piipravy, obsahu a délce blokd lze regulovat
vlastnosti modifikovaného PA 6 od tvrdych az po velmi hou-
Zevnaté materidly. Zakladni postup piipravy blokovych kopo-
lymert spocivd v transformaci koncovych skupin telechelic-
kého polymeru na N-acyllaktamovd riistovd centra pro ndsled-
nou polymerizaci KL (schéma 1).

V neddvné dobé byl v Ustavu polymert VSCHT v Praze
vypracovdn postup chemické modifikace PA 6 elastickymi
bloky polybutadienu (PBD) (cit."*!'¥). K modifikaci se vyuzivad
o,0-dihydroxypolybutadien (DHPBD), ktery je pfipravovan
v Kaucuku a.s., Kralupy n.VIt. Pro funkcionalizaci DHPBD
rozpusténého v taveniné KL se osvédcily aromatické diiso-
kyandty, zv14sté pak 2,4(6)-toluendiisokyandat (TDI). Praktic-
ky shodnych vysledkd funkcionalizace bylo dosazeno i s de-
rivaitem TDI, jehoz isokyandtové skupiny byly blokovdny
reakci s KL. Po pfidavku inicidtoru do polymeriza¢niho sys-
tému s funkcionalizovanym telechelickym polymerem vznikd
v pribéhu nékolika desitek minut, v zdvislosti na teploté
polymerizace a koncentraci inicia¢niho systému, blokovy ko-
polymer.

Mechanické vlastnosti ptipravenych blokovych kopoly-
mert jsou ur¢ovany obsahem zabudované elastické faze a jeji
moldrni hmotnosti'*. Oproti nemodifikovanému PA 6 se hou-
Zevnatost zvySuje az fddoveé uz pii obsahu 10 hm.% PBD
v kopolymeru, modul pruznosti v tahu a mez pevnosti v tahu
se sniZuji az o polovinu. S rostoucim obsahem polybutadieno-
vé faze se zvysuje amorfni podil faze polyamidové a rovno-
vazna sorpce vody .

Vyrazného zjednoduSeni piipravy kopolymerd s bloky
PA 6 a PBD pro technologické aplikace bylo dosaZeno vyfa-
zenim diisokyandtd pfi pifpravé polymerizacni ndsady. Ve
spoluprdci s a.s. Kaucuk Kralupy nad Vltavou byla funkcion-
alizace DHPBD 2,4(6)-toluendiisokyandtem a ndsledujici
zablokovdni volnych isokyandtovych skupin KL provedeno
extra situ®. Vysledkem je netoxicky prepolymer s ristovymi
centry pro polymerizaci KL, kterd jsou k PBD pfipojena
karbamdtovymi vazbami, viz schéma 1. Tento polymernf akti-
vétor (makroaktivdtor) se do struktury kopolymeru zabudova-
vd obdobné jako DHPBD funkcionalizovany in situ pomoci
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TDI, jeho pfiprava je vsak lépe reprodukovatelnd. Navic ma-
teridly pfipravené timto postupem vykazuji zfetelné vySsi
houzevnatost.

Pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) bylo
prokdzdno, Ze materidly maji ocekdvanou dvoufazovou struktu-
ru, kterd je zavisla na poméru elastickych a tvrdych segmentii'®!”.

Nihradou PBD blokii bloky poly(oxyethylenu) (POE) by-
ly ptipraveny blokové kopolymery polyether/PA 6 s vyuzitim
a,w-dihydroxypoly(oxyethylent) (DHPOE) a o,®-diamino-
poly(oxyethylent) (DAPOE) (cit.'®). Ukdzalo se, 7e tvorba
blokovych kopolymert a stabilita spojek mezi bloky (sché-
ma 1) vyrazné zdvisi nejen na funkcionaliza¢nim ¢inidle, ale
téZ na bazicité pouzitého inicidtoru. Pti pouziti DHPOE a ini-
cia¢niho systému tvofeného KLNa a KL blokovanymi diiso-
kyandty nevznikd ocekdvany blokovy kopolymer s PA 6.
K polymerizaci KL na funkcionalizovanych koncovych sku-
pindch DHPOE a vzniku blokovych kopolymerfi dochdzi za
iniciace kombinaci KLMgBr a N,N’-isoftaloylbis(e-kaprolak-
tamu). Uplné zabudovani DAPOE do struktury blokového
kopolymeru bylo prokazano pii pouZziti obou uvedenych ini-
cia¢nich systémd.

Dalsi moZnosti modifikace vlastnosti PA 6 je pfiprava
poly(amid-esterd) simultdnni aniontovou kopolymerizaci KL
s e-kaprolaktonem (KLO). Produktem kopolymerizace je sta-
tisticky kopolymer poly(e-kaprolaktam—co-€-kaprolakton), k né-
muz vede rychld transacyla¢ni reakce mezi amidovymi a es-
terovymi skupinami katalyzovand pouzitymi bazickymi ini-
cie’ltory1 .

K pfipravé kopolymerl s pfedpoklddanou (multi)bloko-
vou strukturou jsme proto vyuzili méné bazicky inicidtor —
KLMgBr (cit.®). Ten pfi porovnani se sodnou ¢i draselnou soli
KL vede ke vzniku kopolymeru s nejvyssi teplotou tdni.
U materidld pfipravenych polymerizaénim odlévanim smé-
si KL a KLO roste houzevnatost se zvySujicim se mnoZz-
stvim zabudovanych strukturnich jednotek KLO, naproti to-
mu modul pruznosti v tahu klesd. Pripravené kopolymery
pfesto vykazuji jediny endoterm tdni (dle DSC), obdobné
i NMR spektra ukazovala spiSe na statisticky charakter kopo-
lymeru.

Termické chovdni kopolymer bylo sledovdno pomoci
HiRes™ TGA a produkty degradace charakterizovany pomo-
ci FTIR a hmotnostni spektroskopie?'. Zde se zietelné ukdza-
lo, Ze pfipravené kopolymery maji ¢dstecné blokovou struk-
turu.

Detailnim studiem této kopolymerizace byl potvrzen ne-
obvykly mechanismus tvorby kopolymert. Na pocdtku (bé-
hem piipravy polymeriza¢ni ndsady) se z polymeriza¢né mno-
hem aktivnéj$itho KLO rychle vytvari homopolymer, pfi tep-
loté kopolymerizace (150 °C) zietelné piispivaji k zabudovani
KL do kopolymeru i vyménné reakce®”. Dosazené vysledky
prinesly fadu ndamétl pro dalsi studium této zajimavé proble-
matiky.

4. Cyklické oligomery hexano-6-laktamu

Polymerizace laktamti sméfuji obecné, bez ohledu na re-
akéni mechanismus do stavu, v némz jsou vedle sebe v rov-
novdze linedrni (makro)molekuly, monomer, cyklické oligo-
mery a inicidtor. Cyklické oligomery (/) lze povazovat za

nejvyznamnéjsi ,,vedlej$i“ produkty polymerizace.
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FENH—(CHZ)S—COh

1

Rovnovdzné produkty polymerizace KL obsahuji v zdvis-
losti na polymeriza¢ni teploté (180-280 °C) 0,8-3,5 hm.%
cyklickych olig,gomerﬁn24 vedle 2-8 hm.% nezreagovaného
monomeru. PfevySuje-li celkovy obsah téchto nizkomoleku-
larnich slozek 2-3 hm.%, musi byt z polymeru odstrafiovédny,
protoZe mohou negativné ovliviiovat jak zpracovatelské, tak
aplikacni vlastnosti polyamidu.

Vznik cyklickych oligomerti béhem polymerizace lakta-
mu dzce souvisi s typem pouzitého inicidtoru polymerizace.
Chemicka struktura inicidtoru predurcuje typ aktivnich center
polymerizace, na nichZ nejen dochdzi k ristu polymernich
fetézcl, ale které se ucastni i cykliza¢nich reakci. Mira reak-
tivity aktivnich center je pak piimo zodpovédnd za obsah
a distribuci makrocykld v pribéhu polymerizace. K nejdule-

rl, patif vzdjemnd reakce koncovych skupin linedrnich mole-
kul (end-biting) (/)

A—M,—B = (I\D"+AB (1)
a intramolekuldrni reakce koncovych skupin s amidovymi
skupinami uvnitf fetézce (back-biting) (2).

A—M,—B = @ +A—M, ,—B 2)

Podle obecného modelu vlivu konkurencnich end- a back-
-biting reakef na kinetiku tvorby cyklickych oligomer&*>* je
mozné za prevazujici mechanismus cyklizace pfi hydrolytické
polymerizaci KL (inicidtor kyselina 6-aminohexanova)*’ po-
vazovat back-biting (2). Dokldda to monoténni vzrist koncen-
trace cyklickych oligomerl k rovnovdznym hodnotdm. V po-
rovndni s vysSimi cyklickymi homology je v nerovnovaznych
polymerizatech potlacena tvorba cyklického dimeru. Divo-
dem je zfejmé nizsi pravdépodobnost vyskytu konformaci
fetézcl nutnych pro vznik dimeru v porovndni s konformace-
mi vyZadovanymi pro uzavfeni cyklu se tfemi ¢i ¢tyfmi struk-
turnimi jednotkami. Rovnovdznych hodnot dosahuje dimer az
po ustaveni rovnovazné koncentrace monomeru.

Pii kationtové polymerizaci KL (cit.”") dochdzi v priibéhu
procesu ke zvySeni obsahu cyklickych oligomert v polymeri-
zatu nad hodnoty rovnovazné, coz je typickym znakem preva-
zujictho mechanismu cyklizace end-biting (/). Predpokladem
pro to je vyssi aktivace koncovych skupin linedrnich molekul,
totiz N-acyllaktamové a amoniové, v porovnani s koncovymi
aminovymi (amoniovymi) a karboxylovymi skupinami pii
polymerizaci hydrolytické. V souhlase se statistickou pravdé-
podobnosti vyskytu linedrnich molekul s n an + 1 strukturnimi
jednotkami klesd v polymerizaénim systému v pribéhu celé
polymerizace koncentrace makrocykld od dimeru k hexameru.

Zv14st zietelné se projevuje vliv typu inicidtoru na tvorbu
cyklickych oligomerd pfi neaktivované aniontové polymeri-
zaci KL (cit.'%). Pfi iniciaci sodnou soli laktamu je vznik
makrocykli fizen kineticky, to znamend, Ze v pribéhu poly-
merizace koncentrace cykll vyrazné prevysuje hodnoty rov-
novazné, podobné jako u polymerizace kationtové. Naproti
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tomu v pifpade iniciace hofecnatou soli KL nebo ethylmagne-
siumbromidem bylo pii polymerizacich jak pod', tak nad®
teplotou vznikajictho polymeru prokdzano vyrazné potlaceni
cykliza¢nich reakci. Béhem polymerizace jsou koncentrace
trimeru aZ pentameru 4—5x niz$i, koncentrace dimeru dokonce
fadové nizsi nez hodnoty koncentraci odpovidajicich oligo-
merl ve srovnatelné fazi polymerizace iniciované sodnou
soli laktamu. Nizsi tendence linedrnich molekul k cyklizaci
v polymernim systému iniciovaném slouc¢eninami hot¢iku lze
pravdépodobné vysvétlit koordina¢nimi efekty slouc¢enin Mg
s koncovymi skupinami linedrnich molekul, pfipadné amido-
vymi skupinami uvnitf fetézca'’. Nepiimo tuto domnénku
potvrzuje existence koordinacnich slouc¢enin bromidu horec-
natého s KL (cit.”) a fadou modelovych litek s takovymi
funk¢énimi skupinami, které jsou redlné pritomné v polymeri-
za¢nim systému (imidy, amidy, primdrni aminy)28.

Pozoruhodnou vlastnosti nejnizsich ¢lend homologické
fady cyklickych oligomeri KL — dimeru a trimeru — je jejich
schopnost ménit krystalovou strukturu v tuhé fazi v zavislosti
na teploté. Na zdkladé vysledkt studia molekulové struktur
dvou identifikovanych forem cyklického dimeru KL (cit.?
a tif forem jeho cyklického trimeru®' se podafilo popsat sou-
vislosti mezi teplotné zavislymi zménami jejich konformacni{
struktury a zménami v nadmolekulové strukture.

Se zvlastnostmi molekulové struktury cyklickych oligo-
mert KL, zvlasté pak dimeru, souvisi chemické vlastnosti
téchto sloucenin. Vysoka stabilita dimeru je v literatuie dokla-
ddna nizkou rychlosti jeho kyselé hydrolyzy‘n‘3 37 porovnani
rychlosti acidolyzy cyklického dimeru a trimeru v bezvodém
prostfedi”™ vyplyvd, Ze trimer je asi pétkrat reaktivnéjsi nez
dimer. Pfi zahi{vani v bezvodém prostiedi (260 °C) za vylou-
¢eni vzdus$ného kysliku podléha cyklicky trimer transami-
da¢nim reakcim za vzniku polymeru, cyklickych oligomert
a monomeru dokonce rychleji nez KL (cit.*®). Transamida&ni
reakce dimeru je za stejnych podminek komplikovana jeho
extrémné vysokou teplotou tdni (345 °C). V pevné fdzi se ani
po 200 hodindch zahiivani pii 260 °C chemicky neméni™.
Nizkd reaktivita cyklického dimeru spolu s jeho vysokou
teplotou tanf tak predstavuji hlavni problém pfi zhodnocovani{
smési oligomeru, kterd je ,,odpadnim* produktem z vyroby
hydrolytického polyamidu 6.

Piispévkem k feSeni tohoto oZehavého problému mtize byt
pravé objasnéni zdkonitosti tvorby, pfipadné omezeni tvorby
cyklickych oligomer pfi polymerizaci hexano-6-laktamu.

S. Zavér

Za vice nez 60 let od zahdjeni primyslové vyroby si
polyamid-6 vydobyl nezastupitelné misto nejen ve vldknai-
skych aplikacich, ale i jako uslechtily konstrukéni plast. Dalsi
rozsirovani aplika¢nich moZznosti je Casto spojeno se specific-
kymi pozadavky na nékteré mechanické nebo fyzikdlné-che-
mické vlastnosti materidlu. Tyto pozadavky oteviraji Siroké
pole piisobnosti pro studium kopolymerizace e-kaprolaktamu,
a to nejen s dal$imi polyamidotvornymi monomery. Se synté-
systému kopolymerizace. Nalezen{ souvislosti mezi struktu-
rou kopolymerti a jejich vlastnostmi nabizi zpétnou vazbu pro
navrhovéani novych kopolymeriza¢nich systému. Tim se ote-
vird cesta k novym polyamidovym materidlim.
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J. Brozek, 1. Prokopova, and J. Roda (Department of
Polymers, Institute of Chemical Technology, Prague): Polym-
erization and Copolymerization of Hexano-6-lactam

The problems associated with polymerization and copoly-
merization of lactams have been studied at the Department of
Polymers for more than 50 years. During past ten years the
research activities have been focused on the study of the
anionic polymerization of hexano-6-lactam initiated with ma-
gnesium compounds, preparation of block copolymers of po-
lyamide 6 and copolymerization of hexano-6-lactam with
lactones. Special attention was devoted to the formation of
cyclic oligomers in the polymerization of hexano-6-lactam
and their chemical and physicochemical properties.
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1. Uvod

Spektroskopie vibracniho cirkuldrniho dichroismu (VCD)
(cit."-* je moderni spektroskopickd metoda, kterd se v po-
sledni dobé¢ stdvd vyznamnym ndstrojem strukturni analyzy.
Zatimco spektroskopie elektronického cirkularniho dichrois-
mu (ECD) je pomérné rozsifend diky dostupnym komerénim
spektrometrtim, spektroskopie VCD byla doneddvna pro svou
experimentdlni obtiznost doménou jen nékolika mélo labora-
toff na svété. Cilem tohoto piispévku je uvést tuto moder-
ni metodu a ukdzat nekteré vysledky ziskané v laboratoii
VSCHT Praha.

2. Spektroskopie VCD

Cirkuldrni dichroismus AA je pro dany vlnocet ¢ ddn
rozdilem mezi absorbanci vlevo A| a vpravo Ay cirkuldrné
polarizovaného zaren{

AA = A —Ap = (g —gp)cl (1)
kde € a e jsou moldrni absorpéni koeficienty, ¢ je latkovd
koncentrace a [ je tloustka absorbujici vrstvy. Zatimco ECD
je vazdn na prechody mezi elektronickymi hladinami, za VCD
jsou zodpovédné prechody mezi hladinami vibra¢nimi.

Podminkou pro nenulovy VCD je chiralita dané latky ¢i
smési latek. Kvantové mechanické vyjddreni vede k tomu, Ze
intenzita cirkuldrné dichroického pdsu pfi prechodu ze stavu
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g0 do stavu g1 je ddna tzv. rotacni silou pfechodu vyjddienou
vztahem?

Ry =Im [(g01ikIg1) . (g1l 1g0)] (2)

Rotacni sila pfechodu je tedy uréena nejen velikosti elek-
trického [L a magnetického 7 momentu molekuly, ale také
jejich vzdjemnou orientaci. Proto lze z intenzity, znaménka
a polohy VCD padst ziskat dodate¢nou informaci o prostoro-
vém uspofaddni molekuly.

Chiralitu vykazuji jak molekuly malych a stfednich roz-
méri, jako jsou napiiklad vitaminy, 1é¢iva nebo antibiotika,
tak také obi{ biologicky vyznamné polymerni molekuly, jako
jsou polypeptidy, bilkoviny nebo DNA. Odtud plyne vyznam
a perspektiva metody: VCD umoziuje studovat konformace
vsech téchto biologicky vyznamnych molekul bez ohledu na
jejich molekulovou hmotnost za riznych fyzikdlné-chemic-
kych podminek v roztocich, kdy je pouziti jinych metod, jako
spektrometrie NMR ¢i rentgenové strukturni analyzy, ome-
zené.

Prednosti infracervené spektroskopie ve srovndni s ab-
sorpcni spektroskopii v ultrafialové a viditelné oblasti, pokud
jde o strukturni analyzu, jsou dobfe znamé. Zatimco ultrafia-
lovd a viditelnd spektra jsou obvykle tvofena nékolika Siro-
kymi, siln€ se prekryvajicimi absorpénimi pdsy, jejichz pii-
tomnost je nejCastéji vazana na elektronické prechody v ramci
dvojnych vazeb ¢i volnych elektronovych péart v molekule,
infracervend spektra jsou informa¢né nepomérné bohatsi a do-
voluji ziskat strukturni informace o celé molekule. Interpretaci
spektra je mozné provadét uz na irovni empirického prirazeni
absorpc¢nich pést jednotlivym funkénim skupindm. Pritazen{
pdst infracerveného spektra lze pak pfenést také na VCD
spektrum. Detailni analyzu vSak dovoluje teprve kvantové-
-mechanicky vypocet.

Signdly VCD jsou ve srovndni s ECD vyrazné mensi:
AAIA ~ 1072107 To je také divod, pro¢ je vlastni méfeni
VCD spektra pomérné obtiZné, proc je potiebnd vyssi koncen-
trace vzorkd v roztocich a je omezené pouziti vody jako
rozpoustédla, ale hlavné pro¢ je dosud spektroskopie VCD
méné roziifend nez spektroskopie ECD. Na Ustav analytické
chemie VSCHT v Praze byl v ramci projektu VS 97135
zakoupen prvni komercni spektrometr firmy Bruker, a tak se
tento dstav stal jednim z fddové deseti svétovych pracovist,
kde je mozné méfit kvalitni VCD spektra kapalnych vzorka
ve stfedni infracervené oblasti. Pfistroj je tvofen spektrome-
trem s Fourierovou transformaci IFS 66/S, ktery je opatfen
VCD/IRRAS modulem PMA 37. Metodika méteni VCD byla
publikovana dfive’.

3. Konfigurace farmakologicky
vyznamnych molekul

Spektra VCD v kombinaci s jejich ab initio simulaci
mohou byt pouzita k urceni absolutni konfigurace malych az
sttednich chirdlnich molekul; napi. se mohou s vyhodou uplat-
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Obr. 1. Experimentdlni (a) a simulovana (b) VCD spektra prekur-
zoru chirdlniho 16¢iva femoxetinu; ¢ = 0,64 moll” v CDCl,,
(3R.,4S)-MP-OH (1), (35,4R)-MP-OH (2), experimentdlni (3) a simu-
lované (4) VCD spektrum derivdtu (3R,45)-MP-OCH,, typické spek-
trum Sumu (5); ¢isla u jednotlivych pasti simulovaného spektra 4 znaci
normdlni médy a jejich pfifazeni ve spektrech 7,2 a 3

nit pfi studiu chirdlnich 1é¢iv, zejména téch, jejichz lécebné
uc¢inky se poji s ur¢itou enantiomerni formou. Obecny postup2
urceni absolutni konfigurace je ndsledujici: Na zakladé kvan-
tové mechanického ab initio vypoctu je simulovdano VCD
spektrum molekuly pro odhadnutou absolutni konfiguraci.
Jestlize simulované a experimentdlni VCD spektrum sobé
odpovidaji v polohdch, relativnich intenzitach a znaméncich
VCD past, je konfigurace molekuly zvolend pro ab initio
vypocty totoznd s konfiguraci méfené molekuly. Stereoche-
mickd VCD studie tohoto typu je ukdzdna na ndsledujicim
prikladu.

Na obr. 1 jsou VCD spektra (3R,45)-4-(4-fluorofenyl)-3-
-hydroxymethyl-1-methylpiperidinu ((3R,4S5)-MP-OH), lat-
ky, kterd je meziproduktem pfi vyrobé antidepresivniho IéCiva
femoxetinu, a jejiz ptedpoklddand absolutni konfigurace byla
dokdzdna vySe uvedenym postupem v nasi précié. Spektry
VCD je mozné velmi spolehlivé odlisit jednotlivé enantio-
mery, jak je na obr. 1 ukdzano pro (3R,4S)-MP-OH a (35,4R)-
-MP-OH. Opacné enantiomery poskytuji VCD spektra, kterd
jsou zrcadlové symetrickd vzhledem k nulové linii. Spektra
VCD byla déle pouzita pfi sledovéni vlivu substituce na abso-
lutni konfiguraci lé¢iva. Na obr. 1 je VCD spektrum derivatu
((3R,45)-MP-OCH,), ve kterém je postranni skupina —OH na
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Obr. 2. Korelace mezi sekundarnimi strukturami bilkovin a po-
lypeptidi a jejich VCD (a) a infrac¢ervenymi (b) spektry v oblasti
amid I’ a II"; p = 50 gl v D,0, hemoglobin — vysoky obsah
o-Sroubovice (7), konkanavalin A — vysoky obsah B-struktury (2),
poly(L-lysin) — struktura nahodného klubka (3)

chirdlnim uhliku C3 nahrazena skupinou -OCH,. Z obrazku
je patrna velmi dobrd shoda mezi experimentdlnimi a simu-
lovanymi spektry (3R,45)-MP-OCHj, kterd umoZiiuje piiradit
spektrdlni pdsy jednotlivym vibra¢nim modim. Ze srovnan{
VCD spekter I a 3 plyne, Ze derivit (3R,4S5)-MP-OCH,; m4
absolutni konfiguraci shodnou s (3R,45)-MP-OH, urcité kon-
formacni odli$nosti jsou patrné z tvaru VCD pdsi, které od-
povidaji skeletdlnim vibracim v blizkosti atomu C3 (napf.
mody 47-49).

4. Konformace polypeptidi a bilkovin

VCD spektroskopie je dobfe vyuzitelna ke studiu konfor-
mace a konforma¢nich zmén peptida a bilkovin v roztocich.
Tyto studie zdroven patii k nejzajimavéjsim aplikacim spek-
troskopie VCD. VyuZivaji se zejména infracervené pasy ozna-
¢ované jako amid I a amid II, ptip. amid I"a Il pro deuterované
vzorky. Amid I a I” (1800-1600 cm™) je vyvoldn piede-
v§im valen¢nf vibraci skupiny C=0 peptidové vazby, amid II
(16001500 cm™) a amid II” (1500-1400 cm") je projevem
rovinné deformacni N-H (popt. N-D) vibrace smiSené s va-
lenéni C-N vibraci. Mezi sekunddrnimi strukturami peptidd
a bilkovin a jejich VCD spektry v oblasti amid I a II existuje
semiempiricka korelace', kterou na obr. 2 demonstruji VCD
spektra bilkovin a polypeptidd, jejichz obsah sekundarnich
struktur je zndm z rentgenové strukturni analyzy. Obrdzek
ukazuje, ze VCD pds amidu " je charakteristicky pro jednot-
rozdil mezi jednotlivymi konformacemi ve spektrech VCD
ve srovndni s nepolarizovanymi infra¢ervenymi absorpénimi
spektry.

Popsanou semiempirickou korelaci jsme vyuzili ke sle-
dovéni zmény struktury poly(L-lysinu) (PL), ke které dochdzi
pri komplexaci s meso-tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrinem
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Obr. 3. VCD spektra komplexii PL,,., (a) a PL,,, , (b) s TPPS;
c¢(PL) = 0,39 mol.I™; a — Cisty PL,s, (1), c(PL)/c(TPPS) =20 (2),
c¢(PL)/c(TPPS) =5 (3) b — ¢isty PL,,,,, (1), c(PL)/c(TPPS) = 20 (2),
cisty TPPS (3), typické spektrum Sumu (4); c¢(PL) je latkova koncen-
trace prepoctena na lysinové zbytky

(TPPS). Byly zvoleny dva riizn€ dlouhé fetézce PL se stfed-
nimi molekulovymi hmotnostmi 1250 a34 300 (PL, 5, PL,5),
které byly tvofeny v prvnim piipadé deseti a ve druhém stov-
kami aminokyselinovych zbytkl. Zatimco se nepolarizovand
infracervend absorpcni spektra peptidové a porfyrinové Casti
komplexu ve stiedni infracervené oblasti prekryvaji, porfyri-
nova ¢ast komplexu nepfispivd ke spektru VCD v této oblasti
(obr. 3b). Tato skutecnost umoziuje sledovat zménu konfor-
mace polymerni peptidové matrice pfi interakci s porfyrinem.
Obé peptidové matrice PL,,5,a PL;5,,bez pntomnosu por-
fyrinu poskytuji VCD spektrum charakteristické' pro konfor-
maci tradi¢né oznacovanou jako ,,ndhodné klubko* (obr. 3).
Vznik komplexu, ktery je ovéfen fluorescenci, ECD a absorp-
&nimi spektry ve viditelné oblasti’, je doprovézen vyraznou
zménou tvaru VCD spektra TPPS/PL ,5, v amidové oblasti
(obr. 3a), zatimco komplexace TPPS/PL,,, vyvoldvd pouze
zmény ve spektru na urovni Sumu (obr. 3b). Interakce por-
fyrinu a PL,,s5, vede tedy k lokdlni destabilizaci plvodni
konformace a ke vzniku nové, dobie definované lokalni struk-
tury, kterd je pravdépodobné tvofena tseky Sroubovice ne-
bo B-struktury. Z nezménéného tvaru VCD spektra v piipa-
dé TPPS/ PL, 5, plyne, Ze pii interakci s TPPS nedochazi
ke zméné konformace polypeptidové matrice s dlouhym fe-
tézcem. Spektroskopie VCD tak doplituje obraz o struktufe
peptidové ¢dsti hojné sledovanych porfyrin-peptidovych kom-
plext, které jsou modelovym systémem porfyrin-bilkovin-
nych komplexti, majicich vyznam v primdrnich stadiich foto-
syntézy, prenosu energie a také ve fotodynamické terapii.

5. Sledovani samoskladby

Populdrni tematikou soucasné supramolekuldrni chemie je
samoskladba (self-assembly), spontdnni asociace molekul do
usporddanych agregati. Béhem procesu samoskladby muze
dojit v agregdtu ke vzniku indukované chirality, kterd se
projevuje cirkuldrnim dichroismem. Oproti Castéji pouZiva-
nému ECD md VCD vyhodu v tom, Ze umoziuje sledovat
indukovanou optickou aktivitu spojenou s charakteristickymi
vibracemi funkénich skupin zapojenych do procesu samo-
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Obr. 4. VCD (a) a infracervena (b) spektra tetrabrucin-porfyri-
nového konjugdtu v zavislosti na rozpoustédle: DMSO-d, pravy
roztok (1), CD,0D, gel (2); struktura

skladby. Tvorba supramolekuldrnich ttvart mtize byt do-
provéazena i faizovym pfechodem roztoku v gel (pfechod sol-
-gel), pfi kterém jsou molekuly organickych rozpoustédel
imobilizovdny nizkomolekuldrnimi latkami, tzv. gelétoryg.

Spektroskopii VCD lze pouzit pii sledovdni fizového
prechodu sol-gel v roztocich tetrabrucin-porfyrinového kon-
jugdtu, jehoZ struktura je na obr. 4. Vznik gelu za ucasti této
latky je podminén volbou rozpoustedla roztok v CD,0D
prechézi po sonifikaci v gel’, ldtka rozpusténd v CDCl, nebo
DMSO-d, ztistavd v roztoku. Zatimco piechod sol-gel se v ne-
polarlzovanych absorp¢nich spektrech ve sttedn{ infracervené
oblasti projevuje jen malou zménou intenzit a poloh pdsd
(obr. 4b), ve spektrech VCD pozorujeme zménu znaménka
a intenzity pdsu u 1660 cm’™ , ktery ptislusi charakteristické
vibraci skupin C=0 v brucmove ¢dsti konjugdtu (obr. 4a). Pri
procesu gelovani dochdzi tedy ke zméné chirality v oblasti
vazby C=0. Podle naSich znalosti se jednd o vibec prvni
vyuziti spektroskopie VCD k detekci fazového piechodu sol-
-gel. VCD pés u 1660 cm™' jsme déle vyuzili ke sledovani vlivu
fyzikdlné-chemickych podminek na pfechod sol-gel. Ukdzali
jsmelo, ze k prechodu do faze gelu dochdzi pro objemovy
pomér CD,0D/DMSO-d, = 4/1 a gel je stabilni pii teplotdch
20-50 °C. Pr1 vys8ich teplotach dochdzi k postupnému fdzo-
vému piechodu zpét do roztoku.
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1. Uvod

V soucasné dobé je pro analyzu mléka a mlékarenskych
vyrobkil preferovana spektroskopie ve stiedni IR oblasti (IR
spektroskopie). Hlavni nevyhodou IR spektroskopie je silnd
absorpce vody, predeviim v oblasti kolem 1650 cm™, kde
muZe zastinit uzitecné absorpce bilkovin, mocoviny a acetonu.
NIR spektroskopie byla jiz v minulych letech uzndna jako
metoda vhodnad pro analyzu slozen{ pfedevsim obilovin, krmiv
amasa. Pro mléko a mlé¢né vyrobky zatim NIR spektroskopie
u nds neni pfilis rozsifend. Cilem této prace je proto sezndmit
s principy NIR spektroskopie, vyhodnocenim namétenych
spekter, s vyhodami a vyuzitim této metody v oblasti mléka-
renstvi. Ve svété publikovali praci s obdobnou tematikou
naposledy Rodriguez-Otero a spol.' v roce 1997.

2. NIR spektroskopie

2.1. Principy

NIR szpektroskopie je jednou z metod molekulové spek-
troskopie”, kterd vyuzivd spektrdlni oblast vymezenou vIno-
vymi délkami 800 nm a 2500 nm, tj. vlnoc¢ty od 12 500 do
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4000 cm™'. Charakteristické absorpce v NIR oblasti jsou spo-
jeny se svrchnimi tény a kombina¢nimi piechody valen¢nich
a deformacnich vibraci. Svrchn{ t(’)ny a kombinacni pfechody
zpusobuji rozsifeni absorpénich pdst v NIR spektru. Spektrum
je také ovlivnéno okolim méfené vazby, tak je mozné stanovit
napt. chlorid sodny, ktery sam neni v NIR aktivni, ale pdsobi
na polohu absorpce vody3.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze identifikace absorpénich
past v NIR spektru je pomérné obtiznd, proto se NIR spek-
troskopie nevyuil'vé k identifikaci latek na zdkladé prifazeni
absorp¢nich pdst jednotlivym funkénim skupindm, jak je
obvyklé ve stiedni oblasti. NIR spektroskopie je z téchto
divodt vhodnd predevsim ke kvantltatlvm analyze, kterd je
zaloZena na celo-spektrdlnich metoddch?.

2.2. Technika méfeni NIR spekter

Techniky méfeni NIR spekter 1ze v principu rozdélit na
techniky méfici absorpci zdfeni po prichodu vzorkem (trans-
mitance) a techniky méfici absorpci zdieni po odrazu paprsku
od povrchu vzorku (reflektanci)®. Nejcastéji pouzivanou tech-
nikou v NIR spektroskopii je difuzni reflektance. Difuzni
reflektance je vhodnd naptf. pro meéfeni spekter suchych
vzorki, které jsou tvoreny malymi ¢dsticemi a v dtisledku toho
produkuji difuzné reflektancni spektra. Méfeni transmitance
je pouzivano nejcastéji pro ziskdvdani spekter kapalnych, piip.
kaSovitych vzorkt. Touto technikou lze méfit vlastnosti zaka-
lenych kapalin (napf. mléka) i v prito¢né kyveté napojené na
vyrobni linku. Transflekta¢ni uspofdddni je vhodné jen pro
méfeni méné absorbujicich vzorkt. Pro techniku interaktance
je idedlni pouziti vldknové optiky, kterou 1ze méfit podpovr-
chové charakteristiky vzorkd o vetsi tloustce®. Jednoduchost
a moznost presunuti méfeni z laboratoie prlmo do vyroby® je
zdkladem rostouci obliby vldknové optlky

Pristrojova technika pro NIR spektroskopii se vyvijela od
filtrovych pristroji pies stile pomérné rozsifené disperzni
spektrometry, které jsou v§ak postupné nahrazovdny pristroji
s Fourierovou transformaci (FT). FT NIR spektrometr md ve
srovndni s disperznim spektrometrem fadu vyhod, pfedevsim
vyS$si rychlost snimani spekter, lep$i pomér signdlu k Sumu,
vysokou vlnoc¢tovou piesnost, velkou rozliSovaci schopnost
a konstantni rozliSeni v celém rozsahu spektra’. Nov&ji se také
objevuiji piistroje s DAD (diode-array detector)’.

2.3.Chemometrické metody
pro NIR spektroskopii

Pro stanovovanou slozku musi byt provedena kalibrace
prislusného NIR spektrometru pomoci vhodného souboru ka-
libracnich standardti (nejméné 30 vzorkl) o zndamém sloZent,
které je uréeno nezévislou analytickou metodou’. Kalibraéni
vzorky by mély charakterizovat v maximalni mife vlastnosti
analyzovanych vzorkt a mély by pokryvat cely koncentracn{
rozsah. Uzké koncentraéni rozpéti kalibraénich vzorki lze
fesit piipravou modelovych vzorki.

Pred kalibraci je obvykle nutnd dprava spektrdlnich dat.
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Obr. 1. Priklady NIR reflektanc¢nich spekter mléka a mlékaren-
skych produktd; / — syrové mléko, 2 — taveny syr 20 % t. v s., 3 —
taveny syr45 % t. v s., 4 —taveny syr 60 % t. v s., 5 — kaseindt sodny,
A — absorbance, A — vlnova délka

Typickd NIR spektra jsou charakterizovdna linedrnim rostou-
cim trendem od kratsich k del$im vlnovym délkam (obr. 1),
coZ je zpusobeno rozptylem, ktery zdvisi na velikosti pevnych
¢astic vzorku a vlnové délce dopadajictho zdfeni. Linedrn{
trend lze odstranit 1. derivaci spektra, pouzivaji se i derivace
vys§i. K cCastym upravam ddle patii vicendsobnd korekce
rozptylu (MSC — multiplicative scatter correction) a posun zd-
kladn{ linie spekter (baseline shift). Vliv velikosti ¢4stic redu-
kuje SNV (Standard Normal Variate), kterd upravuje kazdé
spektrum tak, aby v souboru byla smérodatna odchylka pro-
ménnych v kazdém bodé rovna 1. Detrend odstraiiuje linedrn{
a kvadratické zakiiveni kazdého spektra. Casto byvaji meto-
diky SNV a detrend pouzivany pfi dpravé spekter soucasng®’.

Tvorba kalibra¢nitho modelu vyzaduje pouziti pocitace
vybaveného chemometrickym softwarem. Principem kalibra-
ce je ziskani zdvislosti mezi spektrdlni informaci a slozenim
vzorku. Zpocdtku byla pro kalibraci (pfedevsim filtrovych pii-
strojil) vyuzivdna metoda vicendsobné linedrni regrese. Tento
kalibraéni model nemusi byt vzdy dostate¢n& robustni®®. Re-
grese hlavnich komponent (PCR) a metoda ¢dstecnych nej-
mensich ¢tverct (PLS) pracuji s celym spektrem a jsou zalo-
Zeny na zhusténi spektrdlni informace do novych proménnych.
Tim je odstranén problém zptsobeny multikolinearitou. Pt-
vodni vicerozmérny systém je pfi PCR redukovén bez podstat-
né ztraty informace analyzou hlavnich komponent (PCA). PC
jsou pro regresi pfi PCR nejcastéji vybirdny sestupné podle
vlastni hodnoty (eigenvalue). Pfi PLS jsou novymi promén-
nymi PLS faktory, které jsou linedrnimi kombinacemi piivod-
nich absorbanci. Jsou pocitdny tak, aby byla maximalizovdna
kovariance mezi PLS faktory a koncentraci analytu’. Diilezi-
tym diagnostickym ndstrojem pro vyvoj kalibracnitho modelu
je zavislost PRESS (predicted residual sum of squares) na
poctu PC nebo PLS faktort pouzitych ke kalibraci. Optimaln{
pocet PLS faktord se voli v minimu funkce PRESS. Vysoky
pocet PLS faktort sniZuje schopnost predikce, protoZze PRESS
zahrnuje i spektralni sum®. Pii tvorbé kalibra¢nich modeli se
vyuZzivéinelinedrni regrese. Takové zpracovani dat umoziuje
metoda umélych neuronovych siti (ANN — artificial neural
network), kterd je sice ndro¢nd, protoZe vyzaduje veliky kali-
braéni soubor (500 a vice vzorki), ale odchylka stanoveni by
méla byt nizsi'’.

K posouzeni spolehlivosti ziskaného kalibra¢niho modelu
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slouzi validace. Jednou z moznosti je validace pomoci nezd-
vislého souboru vzorkli o zndmém sloZeni, které nebyly zahr-
nuty v kalibra¢nim souboru. S referen¢nimi hodnotami slozek
zjisténymi nezdvislymi metodami se porovndvaji koncentrace
slozek predpovézené prostiednictvim kalibra¢nich modeld.
Jestlize neni k dispozici nezdvisly soubor vzorkd, pouziva se
k ovéfeni spravnosti kalibracniho modelu kiizovd validace.
Kontrola spocivd ve vylouceni urcitého vzorku nebo skupiny
vzorki z kalibracniho souboru, ostatni vzorky se pouziji jako
kalibra¢ni a validaéni vzorek nebo skupiny vzorkl se vyhod-
noti, postup se opakuje se viemi vzorky6.

Kvalitu kalibra¢niho modelu Ize posoudit podle smérodat-
né odchylky kalibrace (SEC — standard error of calibration)
definované vztahem:

SEC= |- (v = 1,)’ (1)
= N_lizlyNIR i

kde yyr je hodnota pfedpovézend z NIR spektra, x; referencni
laboratorni hodnota i-tého kalibracniho vzorku, N je pocet
kalibra¢nich vzorka®’. Pii validaci se pouzivd smérodatnd
odchylka predikce SEP (standard error of prediction). Je kla-
den diiraz na minimdlni SEP, protoZe se jednd o odchylku,
kterd je ocekdvana v budoucich pfedpovédich. SEP spolehlivé
kalibrace neni obvykle o mnoho vétsi nez SEC (cit.6’7). Pro
porovndni spolehlivosti kalibrace pro rtizné slozky lze vypo-
¢itat kalibra¢ni variaéni koeficient CCV (calibration coeffi-
cient of variation), ktery vyjadfuje SEC' v procentech primérné
laboratorni hodnoty. Analogicky 1ze vypocitat na zékladé SEP
predikéni variacni koeficient®’. Vyhodou CCV ve srovndni
s SEC je nezdvislost na pouZzitych jednotkdch. Dobrd kalibrace
md hodnotu CCV pod 5 % a CCV do 10 % je jeité pijatelny®.

Referencni a predikované hodnoty by v idedlnim pripadé
meély vykazovat linedrn{ zdvislost jdouci pocatkem a se smér-
nici rovnou 1. Kvalitu modelu Ize proto posoudit na zdkladé
korelac¢niho koeficientu R, testovanim koeficienti linedrni
zavislosti, ddle 1ze vyuzit t-test, resp. z-test.

Dalsimi metodami, jejichZ pouZziti ma vyznam predevsim
pri identifikaci a kvalifikaci nezndmého vzorku, je analyza
hlavnich komponent (PCA — principal component analysis)
a shlukova analyza (cluster analysis). Tyto postupy slouzi
k posouzeni miry shody nezndmého vzorku se standardem
nebo jeho zatazeni do charakterové nejblizsi tiidy>®.

3. Aplikace NIR spektroskopie
v mlékarenském priumyslu

Spektroskopie v NIR oblasti se v potravindistvi a zemé-
délstvi jako jedinych oborech uplatituje uz od 60. let (stanove-
ni vody, proteind, oleji a tukt, sacharid). Dalsi uplatnéni
nasla ve farmacii, petrochemii, mediciné a pfi sledovani Zivot-
niho prostiedi’. NIR spektroskopie se pouZivd zejména pro
stanoveni hlavnich slozek, tzn. susiny, bilkovin, tuku a sacha-
ridd. Pfi analyze mléka a mlékdrenskych vyrobkd jsou to
nejcastéji provadéné rozbory, a proto ma NIR spektroskopie
v této oblasti velky potencidl. Aplikace NIR spektroskopie je
v§ak mnohem S§irS${ a zahrnuje i stanoveni senzorickych a fy-
zikédlné-chemickych parametra (hustota, bod tuhnuti, pH, veli-
kost &dstic)!. Uspésnost pii vyuziti NIR spektroskopie zavisi
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nejen na kvalité pristroje a jeho konstrukci, ale také na refe-
renéni metodé, standardni piipravé vzorku, jeho homogenité
a v neposledni fadé na kalibracni metodé.

3.1. Tekuté mléko

V analyze zpracovavaného mléka a tekutych mlécnych
vyrobkil je dominantni stfedni infracervend oblast s pristroji
typu MilkoScan, proto je pocet pGvodnich praci pomérné
maly. Presto je NIR spektroskopie i v této oblasti pouzitelnd.
Publikované price!!” 0 jsou nejcastéji vénovdny zdkladnimu
slozeni mléka (suSina, tuk, bilkoviny a laktosa). NIR spektra
jsou obvykle snimdna v transmitanci.

U syrového mléka je snaha o méfeni vzorkii bez homoge-
nizace'"'2 Tento postup ovéfili napt. Chen a spol.'? na 154
vzorcich mléka pro stanoveni tuku. Transmitanéné naméiend
spektra byla zpracovdna metodou PLS. Ziskand kalibrace
vykazovala velmi dobré parametry (korelacni koeficient kali-
brace 0,99 a SEP 0,19 %).

Radu praci, kterd se zabyvd sloZenim syrového nehomoge-
nizovaného mléka a obsahem somatickych bunék, publikovali
Tsenkova a spol."® Zanét mlééné 7lazy, ktery se projevuje
vysokym poctem somatickych bunék, ovliviiuje také slozeni
mléka. Somatické buiiky zvySuji rozptyl svétla, protoZe se
méni distribuce ¢astic v mléce. Pomoci transmitanc¢nich spek-
ter nehomogenizovaného syrového mléka je mozZné rozeznat
mléko od dojnice se zdnétem vemene (mastitidou). Nezdvisld
validace ukdzala, Ze vzorky s vysokym poctem somatickych
bunék jsou analyzovdny s nizsi presnosti. Podminky méfen{
slozek nehomogenizovaného mléka byly ddle optimalizova-
ny'*1°. Nejlepsich vysledki bylo dosazeno ve spektralni ob-
lasti 1100-2400 nm v 1 mm kyveté po dprave spekter 1. deri-
vaci s vyuzitim PLS metody.

Kamishikiryo-Yamashita a spol.'® se zabyvali stanove-
nim bilkovin. Pro kalibraci byly pouzity hodnoty 2. derivace
log (1/T). Luinge a spol.'” porovnali FT IR spektrometr Per-
kin-Elmer a filtrovy NIR analyzator Multispec MAK 2 pro
stanoveni tuku, bilkovin a laktosy.

Hall a Chan'® publikovali prici zabyvajici se analyzou
tuku, bilkovin a laktosy. Transmitan¢ni spektra (700-2500
nm) byla zpracovdna vicendsobnou linedrni regresi. Po
nezdavislé validaci mély korelac¢ni koeficient a SEP hodnotu
protuk 0,99 a 0,04 %, pro bilkoviny 0,94 a 0,08 % a pro laktosu
0,82 20,05 %.

Pro analyzu mléka se stédle Castéji objevuje on-line NIR
méieni. Pfi kontrole tuku v mléce byl pouzit on-line systém
NIRSystems Process Analytics 5500, ktery byl napojen na
vyrobni zafizeni a byl sledovan priib&h vyroby'”. Spektra byla
snimdna v rozsahu 700 az 1100 nm vldknovou optikou. K vy-
tvoreni kalibra¢niho a valida¢niho modelu bylo pouzito vice-
nasobné linedrni regrese a pro stanoveni tuku v mléce byl
ziskdn korela¢ni koeficient kalibrace 0,84 a SEP 0,07 %.
Velmi uzké koncentracni rozpéti tuku v mléce ptispélo k ne-
pfesnostem ve vytvorenych kalibracich. On-line s;fstém Kat-
rina Protronic popisuje ve své préaci také Newman™.

3.2. Fermentované mlééné vyrobky
Také v této mlékarenské oblasti prevazuje pfi kontrole

suroviny, meziproduktu i vyrobku stfedni IR oblast. Rozsdhld
prdce vénovand problematice kontroly jakosti jogurtli a dal-
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Sich mlékédrenskych vyrobkd prostiednictvim NIR spektro-
skopie byla zpracovana J indfichem®. Byly porovndny dva ty-
py piistroji — disperzni spektrometr NIRSystems 6500 a spek-
trometr s FT Nicolet Protégé 460. Zakladni sloZeni jogurtd
(suina, tuk, bilkoviny) bylo méfeno v transportni kyveté
a vlaknovou optikou na piistroji NIRSystems 6500. Pti porov-
ndni hodnot ziskanych kalibrac{ t¢mito dvéma rtiznymi tech-
nikami nebyly zjistény vyznamnéjsi rozdily. Méfeni v kyveté
techniky vldknové optiky, kde se sonda pfimo ponofrila do
vzorku. Na piistroji Nicolet Protégé 460 byly jogurty také
proméfeny pomoci vldknové optiky. Pii kalibraci na disperz-
nim pfistroji byla pouZita 1. nebo 2. derivace spektra a 4 PLS
faktory, na pfistroji s FT 1. derivace a 5 az 6 faktord.

Kalibrace pro stanoveni tuku, bilkovin a susiny ve fermen-
tovanych vyrobcfch22 provedend s 1. derivaci spekter (reflek-
tance, 30 mm kyveta) poskytla pro vSechny slozky vysoké
korelacni koeficienty a nizké SEC. Pfi validaci se korelacni
koeficienty piili§ nezménily, ale SEP byla i tfikrdt horSi nez
SEC. Pficinou je vysoky pocet PLS faktort (7 pro tuk, 10 pro
bilkoviny, 11 pro susinu). V dalsi publikaci autofi> doporucuji
pro vyrobky tohoto typu spiSe transflektancni méfeni, protoze
u vzorki rozptylujicich zafeni je takto zméteno veskeré neab-
sorbované zareni. Vzorky (103 kalibrac¢nich a 40 valida¢nich)
byly méfeny v rozsahu 1100-2500 nm spektrometrem NIR-
Systems 6500 v 0,2 mm kyveté. S pouzitim MPLS metody po
tpraveé spekter (SNV, detrend a MSC) byly ziskdny nejlepsi
kalibracni vysledky s 1. nebo 2. derivaci spekter a se 6 az 8
PLS faktory.

3.3. Zahusténé a susSené mléko

V analytice a kontrole potravindiskych surovin a vyrobki
s nizkym obsahem vody — mouka, zrno, olejnatd semena
i susené mléko se vyuziva ve velkém meéfitku NIR spektro-
skopie a filtrové piistroje obvykle v reflektan¢nim uspotadani.
Filtrové piistroje jsou v této oblasti v souc¢asné dobé rutinné
pouzivény.

Martel a Paquin® sledovali pribéh zahustovani mléka.
K méieni byl pouzit FT spektrometr Bomem DA3 v transmi-
tanci (kyveta 0,3 mm). Obsah vody byl korelovan s absorbanci{
pii 6900 cm™' (1450 nm). K omezeni rozptylu svétla je nutna
vysokotlakd homogenizace vzorku.

Barabdssy a Kaffka®® kalibrovali pfistroje NIRSystems
6500 a PMC Spectralyzer 1025 na zdkladé méteni 104 smési
mlécného suseného prasku, obsahujictho v rtizném poméru
odstiedéné mléko, susenou syrovdtku, bilkoviny a laktosu pro
stanoveni vlhkosti, tuku, bilkovin, laktosy a popelovin. Vytvo-
fenim kombinaci sloZek ve smésich bylo rozsifeno koncen-
tracni rozpéti jednotlivych stanovovanych slozek, a tim byla
zvySena tspéSnost kalibrace.

Zajimavou aplikaci je klasifikace suSeného mléka podle
tepelného oSetfeni a posouzeni miry denaturace bilkovin®%,
Kalibrace je zaloZena na méfeni zmén vodikovych a disulfi-
dovych vazeb, tvorbé H,S a distribuce velikosti ¢dstic.

3.4. Syry a tvarohy
Znacnou perspektivu md NIR spektroskopie pii kontrole

vyroby syrl a tvarohd, protoZe v této oblasti ji nekonkuruje IR
spektroskopie.
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Presnost stanoveni tuku, bilkovin a suSiny v syrech NIR
reflektan¢ni spektroskopif ve srovndni s referencnimi metoda-
mi hodnoti Rodriguez-Otero a spol.”” Pro kalibraci bylo na
pristroji NIRSystems 6500 v odrazu proméfeno 92 kalibrac-
nich a 25 valida¢nich vzorki syri. Kalibrace byla vyhodnoce-
na MPLS regresi, pro nékteré slozky vSak byla pouzita az 3.
derivace spekter a 8 faktorii. Stejné pracovisté®® ovéiovalo
pristroj Meatspec s filtry v rozsahu 800-1100 nm, ktery je
rutinné pouzivan pro analyzu masa a masnych vyrobku.

Stanovenim suSiny, tuku a bilkovin syrd Gervais se zaby-
val Jindfich®!. K méfeni NIR spekter 32 vzorkl bylo pouzito
ptistroji NIRSystems 6500 a Nicolet Protégé 460, oba s v1dk-
novou optikou. Kalibrace vychdzely z 1. derivaci spekter
s nizkym poctem PLS faktort. Ponékud lep$i parametry vyka-
zovaly kalibrace piistroje Protégé 460.

Analytikou nizkotu¢nych syrt, ve kterych byl piidavek
alginati a karagenant pro zlepsSeni vaznosti vody se zabyval
De Santes a spol.?? Nuifiez-Sdnchez a spol.* porovnali reflek-
tan¢ni méfeni a vladknovou optiku pro ov¢i syry. Lepsi vysled-
ky nez méfteni pldtku syra poskytuji nastrouhané vzorky, a to
i pro vlaknovou optiku.

Stanovenim vlhkosti, tuku, bilkovin a kyseliny mlécné
v syrech Danbo se zabyvali Sarensen a Jepsen®!. NIR reflek-
tancni spektra byla snimdna ve vlnovém rozsahu 1100 az
2500 nm a transmitan¢ni spektra v rozsahu 800 az 1100 nm.
Pred kalibraci metodou PLS byly testovany rGzné upravy
spekter a vybirdny ¢ésti spektra nesouci charakteristickou
informaci. LepS$ich vysledkt bylo dosazeno pti méfeni v trans-
mitanci (kromé kyseliny mlé&né). Pro senzorické vlastnosti*
méfené a vyhodnocené stejnym zpisobem jako predchozi
praice31 se optimdlni pocet PLS pohyboval mezi hodnotami
3-8. Presnost vysledki reflektancniho méfeni byla lepsi nez
u transmitance. Korela¢ni koeficient kalibrace obdrzeny ref-
lektan¢ni technikou se pohyboval v rozmezi 0,86—-0,94 u kon-
zistence a v rozmezi 0,52-0,77 u chufovych vlastnosti. Prace
ukdzala, Ze je mozné pomoci NIR spektroskopie ur¢ovat sen-
zorické vlastnosti, predev§im konzistencni, které maji uzsi
vztah k zdkladnimu sloZeni.

Vedle stanoveni zdkladniho sloZeni je u syrii zajimavé
sledovat frakce dusiku®. Jejich stanoveni NIR spektroskopii
nemusi byt vzdy dspésné, jak ukazuji napt. vysledky zaloZené
na méfeni 107 vzorkl syra Danbo, které byly méfeny jako
2 cm silny pléatek v reflektacnim modulu spektrometru NIR-
Systems 6500.

NIR spektroskopie vSak neslouZzi jen k analyzam vyrobe-
nych syri, mizZe nalézt velmi dobré vyuziti i pfi fizeni vyroby
syrt. V nejjednodussim pifpadé poslouZzi i cenové dostupnéjsi
filtrové pﬁ’stroje“. Transmitan¢ni spektra byla zdakladem pro
mezioperacni kontrolu susiny a tuku po odpustén{ syrovétky35.
Stejné parametry pii vyrobé syrd sledovali Hall a De Tho-
mas'?, pouZili v§ak on-line systém NIRSystems Process Ana-
lytics 5500. NIR spektra v rozsahu 700 az 1100 nm byla
vyhodnocena MLR a pro stanoveni vody a tuku byla SEP
0,14 % a 0,23 %. Klenke a Schneemann’® monitorovali trans-
mitanéné susinu nizkotu¢ného tvarohu piistrojem NIRSys-
tems 6500 s prito¢nou kyvetou.

Nejzajimavéjsi aplikaci v syrafstvi je vSak sledovani pro-
cesu srdZeni a ureni okamZiku zahdjen{ krdjeni syfeniny. Na
toto téma bylo v posledni dobé publikovdno nékolik praci.
Sondu vldknové optiky 1ze umistit piimo v syraiské vané, kde
probihd enzymovd hydrolyza x-kaseinu. Pro méfeni byl po-
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uzit opticky detektor DFA-9500 s optickym filtrem v oblasti
950 nm. Zavislost absorbance na ¢ase md sigmoidni priibé¢h
a lze ji vyuzit pro uréeni optimdlni doby zacdtku zpracovéan{
sraieniny”. Obdobny postup byl pouiit38 i pfi monitorovani
koagulace koziho mléka. Celé reflektanc¢ni spektrum (1100 az
2500 nm) pro sledovani koagulace mléka pepsinem pouzili
Laporte a spol.* Spektralni data byla porovnéana s tidaji z ko-
agulometru s korela¢nim koeficientem 0,97.

Mnohem méné })&vodm’ch praci je vénovdno tavenym
syram. Molt a Kohn ve své préci studovali kvalitu tavenych
syrt sledovanim obsahu susiny, tuku, bilkovin a laktosy. Ke
snimdni spekter byl pouZzit disperzni piistroj Infratec 1255
v rozsahu 800-1100 nm. PLS kalibrace a validace poskytla
tyto vysledné hodnoty: R = 0,997 a SEP 0,667 % pro susinu,
R=0,999 aSEP=0,712 % pro tuk, R =0,996 a SEP = 0,360 %
pro bilkoviny a R = 0,985 a SEP = 0,444 % pro laktosu.
Dulezitym aspektem této aplikace je zajiSténi homogenity
méfenych tavenych syri, jak potvrzuje i dalii prace*', kde byly
su$ina a tuk tavenych syrii méfeny na filtrovém piistroji trans-
mitancné a bylo porovndno nékolik regresnich algoritmu.

3.5. Ostatni mlékdrenské vyrobky
a aplikace

On-line NIR analyza je s vyhodou vyuzivana pii kontrole
obsahu vody v mdsle”. Piistrojem NIRSystems Proces Analy-
tics 5500 napojenym na vyrobni zafizeni byla snimdna spektra
v rozsahu 700 az 1100 nm vldknovou optikou. Kalibra¢n{
model pro stanoveni vody v mdsle vytvofeny vicendsobnou
linearni regresi je charakterizovdn korelacnim koeficientem
0,86 a SEP 0,11 %. Nizka hodnota korela¢niho koeficientu je
ovlivnéna tzkym koncentracnim rozpétim, ve kterém se voda
v mdsle miiZze pohybovat. Data jsou vSak dobie vyuzitelnd pro
konstrukci regulac¢nich diagram.

Pro kvalitu mrazenych smetanovych krému je dulezitd
velikost ledovych krystalti. On-line méfeni NIR spektroskopif
popsali Windlab a Bolliger** s korelaénim koeficientem 0,94.
Stanoveni suSiny, tuku a bilkovin ve smetanovém krému
Pafizanka popsal Jindfich?'.

Pouliot a spol.* se zabyvali méfenim tepelné denaturace
syrovdtkovych bilkovin a stanovenim stupné hydrolyzy syro-
vatkovych bilkovin trypsinem. Spektra byla méfena na pristro-
ji NIRSystems 6500 v rozsahu 1100-2500 nm vldknovou
optikou. PLS kalibrace a validace poskytla velmi upokojivé
vysledky. Zajimava je aplikace NIR spektroskopie pro stano-
veni kaseinu a jeho frakci. Diaz-Carrillo a spol.* méfili spek-
tra vzorkll koziho mléka, které bylo naneseno na filtr ze
skelnych vldken. Po usuSeni byl vzorek méfen transmitan¢né
v oblasti 1100-2500 nm, filtr bez vzorku slouzil jako refe-
rence. Pro kalibraci byla spektra upravena 1. derivaci a zpra-
covana metodou PLS. Diky tdpravé vzorku byla price také
spésnd pii stanoveni kaseinovych frakei (o, B, a x-kasein),
ackoli se vyskytuji v mléce v nizkych koncentracich; kromé
toho byla vytvorena kalibrace pro celkovy kasein, bilkoviny,
tuk a laktosu. NIR spektroskopie mtize byt ndstrojem pro
sledovdni poruseni mléka (voda, NaCl, odstiedéné susené
mléko)®.

Na pfiistroji NIRSystems 5000 bylo detegovano Clostri-
dium tyrobutyricum pii zrani polotvrdych syréi Danbo*. Spek-
troskopickd méteni byla provedena ve vinovém rozsahu 1100-
2500 nm v reflektanci. Soubézné s NIR méfenim byly ply-



Chem. Listy 96, 305 — 310 (2002)

novou chromatografii sledovany hodnoty volnych mastnych
kyselin, predevsim kyseliny maselné, jejiz koncentracni pfi-
rustek signalizuje mdselné dufeni syrt. Kalibracni modely
byly vypracovany pomoci regresniho PLS modelu a validové-
ny kifZovou validaci (R 0,94; SEP 0,02 %). Vysoky pocet PLS
faktorti (12) je odGivodnitelny velmi nizkou koncentraci kyse-
liny maselné (0,01-0,35 %).

4. Zavér

Z uvedeného prehledu je zfejmé, Ze NIR spektroskopie
nachdzi uplatnéni pti kontrole vyroby i findlnich produktd
mlékdrenskych vyrobu vsech typu. Filtrové piistroje ustupuji
a jsou nahrazovdny zejména FT NIR spektrometry. Rozsiio-
vani NIR spektroskopie napomahd vyvoj v oblasti chemomet-
rickych metod pro vyhodnoceni spekter a kalibrace a dostup-
nost vykonné vypocetni techniky. K hlavnim vyhoddm NIR
spektroskopie patﬁ’5 predevsim rychlost — naméteni jednoho
spektra je otdzkou nékolika sekund nebo nejvyse minut. Sa-
motné méieni nevykazuje zvlastni ndroky na obsluhujici per-
sondl a na prostor. Jde o nedestruktivni metodu, kterd nevyza-
duje specidlni ptipravu vzorku a chemikdlie, neprodukuje
proto Zadny chemicky odpad. Na rozdil od spektroskopie ve
stiedni oblasti je mozné méfit pres transparentni obaly. Idedlné
se hodi k analyze vzorkd s vysokym obsahem vody. Kvalita-
tivni analyza zaloZend na NIR spektrech slouZzi také k identi-
fikaci ¢i klasifikaci soubord vzorkd. NIR spektroskopii oviem
nelze povazovat za zcela univerzdlni metodu. Pies nékteré
nevyhody (nizsi citlivost ve srovndni s IR, hor$i predpoklady
pro stanoveni obsahu minoritnich ldtek, nutnost pomérné nd-
kladné kalibrace, vysokd pofizovaci cena), jsou uvedené vy-
hody ptedpokladem pro Siroké vyuziti v praxi’.

Metoda NIR spektroskopie umoziiuje multikomponentni
analyzu riznych produkti od kapalnych k pevnym ldatkdm
a osvédcila se jako metoda pro rutinn{ technologickou kontro-
lu, kde je rychlost analyzy (napi. kontrola meziproduktti) ¢asto

nemohou v souc¢asné dobé splnit naroky na rychlost a mnozstvi
provddénych rozbort pti provozni kontrole mlékdrenské tech-
nologie.

Tato prdce je soucdsti FeSeni vyzkumného zaméru MSMT
CEZ: J19/98 223300005.

LITERATURA

1. Rodriguez-Otero J. L., Hermida M., Centero J.: J. Agric.
Food Chem. 45, 2815 (1997).

2. Novotnd M.: Pfednaska na Letni skole NIR, Brno, 17.—19.
cerven 1996.

3. Parker E. F.: 6™ Int.Conference on Near Infrared Spec-

troscopy, Lorne, 18-24 April 1994 (Batten G. D., Flinn

P.C., Welsh L. A., Blakeney A. B., ed.). Impact Printing,

Victoria 1995.

Wilson R. H.: Spectroscopic Techniques for Food Ana-

lysis. VCH Publishers, New York 1994.

5. Centner V.: CHEMagazin 9, 22 (1999).

6. Esbensen K. H.: Multivariate Data Analysis in Practise.
Camo AS, Oslo 2000.

309

10.
11.

13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24.
25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.
32.
33.
34.

35.

Referaty

Massart D. L., Vangdeginste B. G. M., Deming S. N.,
Michotte Y., Kaufman L.: Chemometrics. Elsevier, Am-
sterdam 1988.

Meir P. C., Zund R. E.: Statistical Methods in Analytical
Chemistry. John Wiley, New York 1993.

Blanco M., Coello J., Iturriaga H., Maspoch S., de la
Pezuela C.: J. Near Infrared Spectrosc. 5, 67 (1997).
Zupan J., Gasteiger J.: Anal. Chimica Acta 248, 1 (1991).
Kukackovd O., Curda L., Jindfich J.: Czech J. Food Sci.
18, 1 (2000).

Chen J. Y., Iyo Ch., Kawano S.: J. Near Infrared Spec-
trosc. 7, 265 (1999).

Tsenkova R., Itoh K., Natsuga M., Himoto J.: 7" Int.
Conference on Near Infrared Spectroscopy, Montreal,
6-11 September 1995 (Davies A. M. C., Williams P., ed.).
NIR Publications, Chichester 1995.

Tsenkova R., Atanassova S., Toyoda K., Ozaki Y., Itoh
K., Fearn T.: J. Dairy Sci. 82, 2344 (1999).

Tsenkova R., Atanassova S., Ozaki Y., Toyoda K.: J.
Animal Sci. 78, 515 (2000).

Kamishikiryo-Yamashita H., Oritani Y., Takamura H.,
Matoba T.: J. Food Sci. 59, 313 (1994).

Luinge H. J., Hop E., Lutz E. T. G., van Hemert J. A.:
Anal. Chim. Acta 284, 419 (1993).

HallJ. W., Chan K.: IDF Seminar, Cork 19-21 April 1993
(Emmons D. B., ed). IDF, Brussels 1994.

Hall J. W., De Thomas F. A.: IDF Seminar, Cork 19-21
April 1993 (Emmons D. B., ed). IDF, Brussels 1994.
Newman D. H.: Food Sci. Technol. Today 8, 161 (1995).
Jindfich J.: Diplomovd prdce. VSCHT, Praha 1997.
Rodriguez-Otero J. L., Hermida M.: J. AOAC Int. 79, 817
(1996).

Rodriguez-Otero J. L., Centero J., Hermida M.: Milch-
wissenschaft 52, 196 (1997).

Martel R., Paquin P.: J. Dairy Sci. 74, 2073 (1991).
Downey G., Robert P., Bertrand D., Kelly P. M.: Appl.
Spectrosc. 44, 150 (1990).

Barabdssy S. P:, Kafftka K. J.: 6" Int. Conference on Near
Infrared Spectroscopy, Lorne, 18-24 April 1994 (Batten
G. D., Flinn P. C., Welsh L. A., Blakeney A. B., ed.).
Impact Printing, Victoria 1995.

Rodriguez-Otero J. L., Hermida M., Cepeda A.: J. AOAC
Int. 78, 802 (1995).

Rodriguez-Otero J. L., Veiga M. J., Castano L., Centero
J. A., Hermida M.: Milchwissenschaft 53, 503 (1998).
De Santes D.: 9" Int. Conference on Near Infrared Spec-
troscopy, Verona, 13—18 June 1999 (Davies A. M. C.,
Giangiacomo R., ed.), str. 4-61. NIR Publications, Chi-
chester 1999.

Nufiez-Sanchez N., Garrido-Varo A., Serradilla-Manri-
que J. M., Ares-Cea J. L. 9" Int.Conference on Near
Infrared Spectroscopy, Verona, 13—18 June 1999 (Da-
vies A. M. C., Giangiacomo R., ed.), str. 4-46. NIR
Publications, Chichester 1999.

Sgrensen L. K., Jepsen R.: Milchwissenschaft 53, 263
(1998).

Sgrensen L. K., Jepsen R.: Int. Dairy J. 8, 863 (1998).
Wittrup Ch., N@rgaard L.: J. Dairy Sci. 81, 1803 (1998).
Lee S. J., Jeon 1. J., Harbers L. H.: J. Food Sci. 62, 53
(1997).

Mazerolles G.: Lait 80, 371 (2000).



Chem. Listy 96, 305 — 310 (2002)

36.

37.

38.

39.

40.
41.

42.
43.

44.

Klenke M., Schneemann T.: Dtsch. Milchwirtschaft 44,
944 (1993).

Payne F. A., Hicks C. L., Shen P. S.: J. Dairy Sci. 76, 48
(1993).

Castillo M., Payne F. A., Hicks C. L., Lopez M. B.: Int.
Dairy J. 10, 551 (2000).

Laporte M. F., Martel R., Paquin P.: Int. Dairy J. 8., 659
(1998).

Molt K., Kohn S.: Dtsch. Milchwirtschaft 44, 1102 (1993).
Adams M. J., Latham K., Barnett N. W., Poynton A. J.:
J. Sci. Food Agric. 79, 1232 (1999.)

Windlab E., Bolliger S.: Eur. Food Drink Rev. 1996, 83.
Pouliot M., Paquin P., Martel R., Gauthier S. F., Pouliot
Y.: J. Food Sci. 62, 475 (1997).

Diaz-Carrillo E., Mufioz-Serrano A., Alonso-Moraga A.,
Serradilla Manrique J. M.: J. Near Infrared Spectrosc. /,
141 (1993).

310

Referaty

45. Pedretti M., Bertrand D., Semenou M., Robert P., Gian-
giacomo R.: J. Near Infrared Spectrosc. 7, 174 (1993).

46. Sgrensen L. K., Jepsen R.: J. Near Infrared Spectrosc. 5,
91 (1997).

L. Curda®, O. Kukackova?, and M. Novotna® (“Depart-
ment of Dairy and Fat Technology, Institute of Chemical
Technology, Prague, "Central Laboratories, Institute of Che-
mical Technology, Prague): Near-infrared Spectroscopy
and Its Application to Milk and Dairy Products Analysis

The review deals with the principles of NIR spectroscopy,
its instrumentation and techniques of acquisition of NIR spec-
tra. Chemometric methods for evaluation of the spectra as well
as advantages and drawbacks of NIR spectroscopy are discus-
sed. The application potential of NIR spectroscopy is demon-
strated in the field of dairy products.



Chem. Listy 96, 311 — 320 (2002)

NITRIDY HLINIKU, GALLIA A INDIA
JAKO PERSPEKTIVNI MATERIALY V ELEKTRONICE

JOSEF STEJSKAL? a JINDRICH LEITNER"

“Ustav anorganické chemie a *Ustav inZenyrstvi pevnych ld-
tek, Vysokd skola chemicko-technologickd v Praze, Technickd 5,
166 28 Praha 6

e-mail: Josef.Stejskal @vscht.cz

Doslo dne 19.11.2002

Kli¢ovd slova: nitridy hliniku, gallia a india, Sirokopdsové
polovodice, pfiprava tenkych vrstev metodou MOVPE, ter-
modynamika a kinetika pfipravy, aplikace

Obsah

1. Uvod

2. Strukturni a fyzikdlni vlastnosti nitridd A™N

3. Termodynamické vlastnosti nitridd A™N

4. Priprava tenkych vrstev a funk&nich struktur nitridd A™N

4.1. Termodynamické aspekty pfipravy vrstev
nitridd A™N metodou MOVPE

4.2. Kinetické aspekty piipravy vrstev nitridd A™™N

metodou MOVPE
5. Aplikace epitaxnich struktur A"N v elektronice
6. Zavér
1. Uvod

Intenzivni a systematicky vyzkum nitridd 3. podskupiny,
AN (AIII = Al, Ga, In), jako materidld pro elektroniku lze
datovat od 80. let minulého stoleti. Oproti kiemiku a nékterym
frekventovanym polovodivym materidlim typu A™BY, napf.
arsenidu gallitému, jde o materidly relativné nové, aplikacné
velmi perspektivni. Bindrni nitridy hliniku, gallia a india a je-
jich smésné pevné roztoky jsou podskupinou polovodivych
materidld typu ATBY s nékterymi specifickymi chemickymi,
elektrickymi a optickymi vlastnostmi, které urcuji jejich Siro-
ky aplikac¢ni potencidl v soucasné elektronice. Hodnoty $ite
zakdzanych pdst energie v rozmezi 1,9 az 6,2 eV (0,6 az
0,2 um) umoziuji konstrukci nekoherentnich i koherentnich
zdrojt zdteni' a fotodetek&nich prvki' v celé viditelné a ultra-
fialové oblasti spektra. Nékteré specifické vlastnosti téchto
materidld, napt. chemickd a tepelnd stabilita, vysokd tepelnd
vodivost, vysoké hodnoty $ife zakdzanych pdsti energie (Siro-
kopdsové polovodice), stabilita viici zdreni, jsou idedlni pro
konstrukci vysoce vykonnych mikrovinnych soucdstek pro
teploty vyssi nez 300 °C, napf. tranzistort fizenych elektric-
kym polem MESFET (cit.?) a tranzistort s vysokou elektrono-
vou pohyblivosti HEMT (cit.?). Materidly jsou vhodné i pro
konstrukci plandrnich optickych® a akustickych® vlnovodi.
Siroké aplikaéni moznosti jsou viak provdzeny nékterymi
technologickymi problémy jejich pripravy. Absence idedlnich
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podlozek (substratl) pro pfipravu monokrystalickych tenkych
vrstev a funk¢nich struktur téchto materidld je problémem

2. Strukturni a fyzikalni vlastnosti nitridi AN

Bindrni nitridy hliniku, gallia a india existuji pfevdzné
v termodynamicky stabilni Sestere¢né modifikaci strukturniho
typu wurtzitu (P 6;mc). Pomoci tzv. nerovnovaznych techno-
logickych postupti, napf. depozici z molekuldrnich svazki
nebo depozici z organokovovych systémd, 1ze na kubickych
podlozkdch ptipravit i termodynamicky metastabilni kubic-
kou modifikaci typu sfaleritu (F 43m ). Majoritni postaveni
v aplikacich v elektronice md v§ak modifikace Sesterecnd. Jde
o latky prevazné kovalentni s charakteristickou tetraedrickou
koordinaci v obou strukturnich typech, chemicky a tepelné
znacné inertni. Materidly wurtzitového strukturntho typu jsou
piimé polovodic¢e s hodnotou zakdzaného pdsu energie E,
vrozmezi 1,9 az 6,2 eV (obr. 1). Dilezité fyzikdlni vlastnosti
téchto materidli® jsou uvedeny v tab. 1.

3. Termodynamické vlastnosti nitrida A"™N

Termodynamickd data pro pevny AIN jsou uvddéna v fadé
tabeldrnich sbirek, napt.””, pficemz doporucené hodnoty se
prakticky neli§i. Data pro GaN a InN z rdznych zdroji se
naopak 1i$i vyznamné. V tabulce II jsou shrnuta termody-
namickd data pro pevné nitridy prvki A" uvadénd v literatufe.

V posledni dobé byly publikovdany nékteré nové tddaje
tykajici se termodynamickych vlastnosti pevného GaN. Tep-
lotn{ zdvislost molarni tepelné kapacity ve tvaru

E,

eV AIN

GaN

InN

0 n 1 n 1
0,30 0,32 0,34

0,36
a, nm

Obr. 1. Energie zakdzaného pésu E, nitridi A™'N wurtzitového typu

a jejich pevnych roztoki v zavislosti na miizkovém parametru a
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Tabulka I

Fyzikélni vlastnosti nitridi A™N wurtzitového typu (cit.%)

Referaty

Parametr AIN GaN InN
Hustota (298,15 K) [g.cm‘3] 3,255 6,81 6,88
Teplota tani [K] 3273 >1973 1373
Mrizkové parametry

strukturni typ sfalerit, a [nm] a=0,433 a=0,452 a=0,498

strukturni typ wurtzit, a,c [nm]
Koeficienty teplotni roztaznosti (300 K),

a=0,3112,c=0,4982 a=0,3189,c=0,5185

a=0,3548, ¢ =0,5760

Aala [K] 42.10°° 5,59.10°° 4,0.10°°
Acle [K™ 5,3.107° 3,17.107° 3,0.10°°
Tepelna vodivost (300 K) [W.ecm K™ 0,3 1,3
Zakdzany pds energie (300 K) [eV] 6,2 3,39 1,89
Teplotni koeficient [eV.K'l] -6,0.107 -1,8.107*
Elektrickd vodivost (300 K) [Q " .cm™] 1071071 6-12 2-3.10?
(nedotovany (nedotovand mono- (nedotovany praskovy
monokrystal) krystalicka vrstva) vzorek)
Elektronova pohyblivost (300 K), <440 20-250
[em?V's™] (nedotovand mono- (nedotovany praskovy
krystalicka vrstva) vzorek)
Index lomu (300 K) 2,15 2,33 (1,22 um) 2,56 (1 wm)
2,67 (0,36 um) 2,93 (0,82 um)
3,12 (0,66 pm)
Permitivita, €(0) 9,14 10,4 (Ell¢)
9,5 L ¢
£(c0) 4,84 58 (Ellc) 9.3
535(E L o) (siln¢ dotovana tenkd vrstva)
Tabulka II
Termodynamickd data pro nitridy A™N
AN AH; (298 K) S, (298 K) Cinm (T) G;, (1000 K) Lit.
[kJ.mol™] DK 'mol™l [JK'lmol™ [kJ.mol™]
AIN -318,402 20,150 47,823 + 1,849.10°.T - 1,674.10%1> -358,679 7
GaN -109,621 29,706 38,074 + 8,996.10°.T -160,896 7.8
~150,0 36,5 27,067 + 32,903.107>.7 - 1,757.10°/T* 207,875 10
-119,39 35,2 44,377 + 12,602.10°.T - 1,1728.10%/T* -176,984 11
—114,0 36,493 52,8635 +2,6269.107.7 - 1,5981.10%7% — ~172,986 12
—1,4647.107.T% +2,3349.107'.72
InN -138,072 43,514 38,074 + 12,134.10°.T -203,927 7
-17,154 43,514 38,074 + 12,134.107.T - 83,010 8
-71,0 44,505 58,7376 + 4,2362.10*.T - 1,7702.10%T° — —140,542 12
- 1,6442.107.7% - 1,8308.107'.7°
-125,0 50,5 38,074 + 12,134.107.T -197,342 13
C; = 30,310 + 25,203 107.7 - 2,856. 10%/T* - 6,523.7° 2 A"™N(s) =2 A"(s,) + Ny(g) (2)

(1)

Stabilita nitridd klesd a rozkladny tlak N, roste v fadé

ziskali Chen a spol. '4Ranade a spol.'5 stanovili kalorimetricky
hodnotu AH (GaN, s, 298 K) =-156,8 £ 16,0 kJ.mol ™, kterd
je v ramci chyby méfeni ve shodé s hodnotou doporucenou
Leitnerem a spol.'

Pii zvysené teploté se pevné nitridy A™N rozklddaji za
uvoliovani plynného dusiku
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AIN — GaN — InN (obr. 2). Z vypoctenych teplotnich za-
vislosti rozkladného tlaku vyplyvd, Ze na vzduchu (p(N,)/
101,325 kPa = 0,79) se nejméné stabilni nitrid InN zacne
rozkladat pfi teploté cca 878 “C a GaN pii teploté 1040 °C.
Isostrukturni pevné nitridy AIN, GaN a InN se mohou
vzdjemné misit, pficemz misitelnost s ohledem na zna¢né roz-
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Tabulka IIT

Parametry pro termodynamicky popis pevného roztoku (Ga,In)N

Referaty

Metoda L(=Q) L T, XN Lit.
[kl.mol™"]  [kJ.mol™] (K] ’

DLP (K = 1,15.10, Aa(sf)) 44,70 - 2688 0,5 19
DLP (K =0,7.107, Aa(sf)) 27,44 - 1650 0,5 20,21
DLP 29,29 - 1761 0,5 32
DLP (K = 1,07.107, Ac(w)) 17,60 - 1059 0,5 22
Empirickd korelace 31,5 3.4 2053 0,43 23
Vypocet deformacni energie (modifikovany VFF model) 25,02 1,44 1505 0,5 25
Vypocet deformacni energie (modifikovany VFF model) 26,59 4,41 1690 0,39 26
Vypocet deformacni energie (modifikovany VFF model) 32,68 - 1965 0,5 27
Vypocet celkové energie LDA — LMTO 52,97 - 3980 0,5 28
Vypocet celkové energie LDA — PP 48,70* - 2447° - 29
Vypocet celkové energie LDA — 25,71% - 1290° - 30
Vypocet celkové energie LDA — PP - - 1295 - 31
* Q = AE(x, = 0,5)/0,25, b T,=1,67.AE(x;,=0,5)/R 8
dily v parametrech elementdrnich bunék jednotlivych nitridi log p (N,) 3
(tab. I) je v pripadé¢ (Ga,In)N, (ALIn)N a (Al,Ga,In)N

_4 L i

omezend. JelikoZ PH miseni dochdz{ k substituci pouze mezi
atomy prvkid A", lze vyjadfit stechiometrii vznikajiciho
pevného roztoku vzorcem (Al GalIn)N a pro jeho ter-
modynamicky popis uzit tzv. podmrlzkovy model'. Ten je v
tomto piipadé (substituce omezend pouze na jednu pod-
miizku) ekvivalentni modelu pseudobindrniho (AIN-GaN,
GaN-InN, AIN-InN), resp. pseudoterndrniho (AIN-GaN-InN)
substitu¢niho roztoku.

Pro vyjddieni sméSovaci entalpie (AHM ) pseudobindrnich
pevnych roztokii slougenin typu A"BY se sfaleritovou struk-
turou navrhl Stringfellow!”!® semiempiricky DLP model. Pro
AHM plati vztah

= Qljxl x; (3)
ve kterém Q.. je tzv. interakéni parametr, jehoZz hodnotu Ize
ziskat na zdkladé empirické korelace z rozdilu miizkovych
parametri sloZek roztoku ve tvaru

(@ —q, )2

45
a +a;
2

Z hlediska entropie je roztok pokldddn za idedlni (ASE =
0) aformadlné je tak tento model shodny s modelem reguldrniho
roztoku. Pro pseudobindrni pevné roztoky nitridt AN wurt-
zitové struktury byl model DLP v ptivodni nebo modifikované
podobé aplikovan v fadé }7)rac1 Po ptvodni hodnotu K =
1,52.10° J.mol " nm 7 (cit."'%) a m¥izkové parametry atrans-
formované sfaleritové struktury ziskal Matsuoka'’ hodnoty
interak¢nich parametru Q,nGan = 4577 J mol™, Q AIN-InN =
77 454 J.mol ™" a QN = 44 698 J. mol™". Pro hodnotu K=
0,92.10° J.mol \.nm™ ~ vyhodnocenou na zdkladé ddajt o fa-
zové separaci v (Ga,In)N pubhkoval Matsuoka®?! hodno-
ty miz8i: Q. gan = 2812 J mol ™! s Qe = 47 555 1. mol™!

a Qg = 27 443 J.mol ™. Na zaklade rozdilt mfizkového

Q,=4375K (4)

1300
T, K

700 900 1100 1500

Obr. 2. Te]%lotm zavislost rovnovazného tlaku dusiku v soustavach
A"N(s)-A"(s,1)-N,(g); B AIN, ® GaN, & InN

parametru ¢ wurtzitové struktury pro hodnotu K = 1,417.10°
J.mol ™ .nm™? ziskali V1gdorov1ch a Sveshnikov®* sadu para-
metri Q, g = 3741 Jmol™, Q= 37 247 J.mol™
a Qg = 17 601 J.mol ™.

Pro dodatkovou Glbbsovu energii pseudobindrnich pev-
nych roztokd uzil Leitner” Redlichovu-Kisterovu rovnici ve
tvaru

o= XX ZL" (o, —x)" (5)

pri¢emz parametry této rovnice Lg a Lﬁ-j byly ziskdny na zd-
kladé¢ em 1r1cké korelace z relativnich rozdilG vzdélenosti
atomii A" a N ve wurtzitové struktuie piislusnych nitridi
AHIN.

Teoretickym vypoctem deformacni energie (rovna sméso-
vaci entalpii) pseudobindrniho pevného roztoku GaN-InN se
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Obr. 3. Oblast omezené misitelnosti (Ga,In)N vypoctena na za-
kladé raznych interakénich parametria uvadénych v literatuie;
@ cit.” Ocit”, A cit.”” O cit.”, W cit.”*

zabyvalo nékolik autorti. Na zdkladé modifikovaného VFF
modelu®* vypocetli Ho a Stringfellow25 hodnoty interakénich
parametrd pro roztok GaN v InN a roztok InN v GaN. Piepoc-
tem lIze ziskat hodnoty parametr Redlichovy-Kisterovy rov-
nice L"=25020J.mol"a L' = 1443 J.mol ™. Saito a Arakawa”®
ziskali na zdkladé VFF modelu pro pevny roztok (Ga,In)N
interakéni parametr zdvisly na slozeni: Qg ,n= 31 000 —
8830 xp (J .mol™"). Pfepoétem Ize ziskat hodnoty paramet-
1 Redlichovy-Kisterovy rovnice L° = 26 590 J.mol ' a L' =
4410 J.mol™". Stejnym postupem (model VFF) vypocetli Ta-
kayama a spol.”” interakéni parametry Q , \y_g.n=3012 J.mol ™,
Qunnn= 56 484 J.mol ™ a Qg 1= 32 677 J.mol ™.

Rovnéz kvantové-mechanickym vypoctim celkové ener-
gie pevného roztoku a prisluSnych cistych slozek byla véno-
vana znaénd pozornost. Schilfgaarde a spol.*® uzili pro vypocet
celkové energie v ramci aproximace LDA metodu LMTO,
10”2 Teles a spol.31 metodu PP. Pro porovnani jednotlivych
modelt jsou v tabulce IIT uvedeny vypoctené hodnoty kritické
teploty a kritického sloZeni a na obrdzku 3 zndzornény vypoc-
tené hranice oblasti omezené misitelnosti pevného (Ga,In)N.

Fédzové odmiSeni (rozpad na dvé faze rtizného slozeni), pre-
dikované na zdkladé termodynamickych vypoctl pro smésné
nitridy obsahujici indium — (Ga,In)N, (Al,In)N a (Al,Ga,In)N
bylo pozorovidno i experimentdlné. Lokalni fluktuace sloZeni
ptipravenych vrstev (Ga,In)N ¢i fazovd separace byly pozoro-
vany napf. autoryzo'”’%.

4. Priprava tenkych vrstev
a funkénich struktur nitrida A™N

Aplikace materidli A"N v elektronice je podminéna pii-
pravou tenkych (10°-10° um ) monokrystalickych, vysoce
¢istych nebo zdmérné dotovanych vrstev vodivosti typu n a p.
Vrstvenim téchto zdkladnich jednotek vhodné tloustky, typu
vodivosti a Sife zakdzaného pasu energie vznikaji slozité vrs-
tevnaté struktury pozadovanych elektrickych a optickych pa-
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Obr. 4. Zakladni typy reaktori uzivanych pro pripravu epitaxnich
vrstev a struktur nitridi A"'N metodou MOVPE

rametrd. Obecny postup spociva ve vybéru vhodné, vétsinou
monokrystalické podlozky, na které jsou rtiznymi technolo-
gickymi postupy nandseny cilové vrstevnaté struktury. V sou-
casné dobe existuji dva hlavni technologické postupy pripravy
vrstevnatych struktur litek A"N. Epitaxni riist z molekulr-
nich svazki (MBE) a epitaxni rist z plynné faze (VPE). Slovo
epitaxe je feckého pivodu a znamend orientovany riist mono-
krystalické tenké vrstvy na monokrystalické podlozce s koin-
cidenci krystalografickych sméri a rovin. Proces VPE Ize ddle
délit podle pouzitych vychozich litek (prekurzord).

Hydridovd metoda (HVPE) vyuziva plynné chloridy prv-
ku 3. podskupiny, generované pifmo ve zdrojové Casti reakto-
ru odparovanim nebo reakei piislusnych prvki s chlorovodi-
kem. Zdrojem dusiku je plynny amoniak. Metodou HVPE
byly v roce 1969 pfipraveny prvni monokrystalické vrstvy
nitridu gallitého®” a metoda je aplikovéna a studovéna i na
nékterych soucasnych pracoviét1’ch38’3 ° Vzhledem k fadé& tech-
nologickych problémi (vysokd rychlost ristu, nevhodnost pro
pripravu nitridu hliniku) je vSak smérovana predevsim k pri-
pravé tlustych vrstev nitridu gallitého jako podloZek pro na-
sledny epitaxni rist.

Nejcastéji aplikovanou metodou piipravy a vyroby funk¢-
nich epitaxnich struktur A™N je metoda MOVPE. Zdrojem
prvka A™ jsou organokovové sloudeniny typu AHIR3 (R =
methyl nebo ethyl), zdrojem dusiku je pfevdzné amoniak.
Vychozi litky jsou transportovdany k vyhiivané podlozce,
kde dochdzi k heterogenni chemické reakci, charakterizované
zjednodusenou sumdrni rovnici

AR 4(g) + NH,(g) = A"'N(s) + 3RH(g) (6)

Depoziéni proces probihd pfi teplotdch 700 az 1050 °C, pti
normdlnim nebo sniZzeném tlaku ve zna¢ném piebytku amo-
niaku (pomér pocatecnich latkovych mnozstvi NH, a prvki 3.
podskupiny, V/III = 10-10%). Polovodivé materidly typu vo-
divosti n a p se pripravuji nej¢astéji pridavkem silanu a bis-
(cyklopentadienyl)hote¢natého komplexu. Prvni dspésné po-
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kusy piipravy kvalitnich vrstev AN metodou MOVPE pub-
likoval v roce 1986 Amano a spol.40 Na obr. 4 jsou zndzornény
nékteré depozicni reaktory technologie MOVPE.

Viaznym technologickym problémem piipravy kvalitnich
epitaxnich struktur materiald A™N je nedostatek vhodnych
podlozek, strukturné a tepelné kompatibilnich s ptipravovany-
mi vrstvami. Monokrystalické podlozky A™N pozadované
velikosti a kvality jsou zatim nedostupné. Depozic¢ni proces
proto probihd na podlozkach odlisného chemického sloZeni
s rozdilnym miizkovym parametrem a koeficientem teplotni
roztaznosti (heteroepitaxe). Epitaxni vrstvy ATN wurtzitové-
ho typu jsou piipravovdny na podlozkdch ze safiru, hexago-
ndlniho SiC a ZnO, GaAs rovina (111) a Sirovina (111). I pies
znatné miizkove nepfizplisobent, (.~ @podiozka) Ayrsivar KLE-
ré ¢ini v piipadé nitridu gallitého az 22 % a rozdilné koefi-
cienty teplotni roztaZnosti v roviné epitaxe je nejcastéji apli-
kovanou podlozkou safir rovina (0001) (cit.*)). Divodem je
dostupnost v pozadované Cistoté, velikosti (desky o primé-
ru az 3 palce) a krystalické kvalité, hexagondlni symetrie
a stabilita pfi teplotach cca 1000 °C. Problém miizkového ne-
pfizpisobeni a rozdilnych koeficienti teplotni roztaznosti je
v soucasné dobé minimalizovdn vkladanim mezivrstev nitridu
gallitého*? nebo nitridu hlinitého® (tzv. buffer layers) mezi
safirovou podlozku a prvni vrstvu funkéni epitaxni struktury
(viz obr. 5). Amorfni mezivrstvy GaN nebo AIN tloustky 30
az 90 nm jsou deponovdny pii nizké teploté (=400 °C). N4-
slednym zvySovanim teploty na hodnotu =1000 °C vznikaji
polykrystalické vrstvy, vhodné pro ndsledny epitaxni rdst.
Aplikace téchto mezivrstev podstatné zvySuje krystalovou
kvalitu, povrchovou morfologii a elektrické a optické vlast-
nosti vrstev. Timto technologickym postupem jsou dnes pfi-
pravovany funkéni epitaxni struktury pro potfebu optoelektro-
niky i mikrovinné techniky.

Priprava vrstev nitridd prvkt 3. podskupiny metodou MO-
VPE je komplikovany heterogenni proces, jehoz priibéh a vy-
sledek ovliviiuji faktory termodynamické, transportni a kine-
tické.

4.1. Termodynamické aspekty pripravy
vrstev nitridd A" metodou MOVPE

Chemickd termodynamika miZe poskytnout fadu cennych
informaci pro posouzeni vlivu depozi¢nich podminek na slo-
7eni a kvalitu pfipravovanych vrstev*’. Na zakladé konceptu
lokdlni rovnovdhy mezi vznikajici pevnou fazi a plynnou faz{
v jeji bezprostiedni blizkosti je mozné vymezit oblast vhod-
nych depozi¢nich podminek, kdy v rovnovaze s plynnou faz{
koexistuje pouze pozadovand pevna faze (ptisluSny bindrni ¢i
smésny nitrid) a dal$i kondenzované fize (napf. tavenina
prvka A™, karbid Al,C; nebo grafit) jsou termodynamicky
nestabilni. V pripadé vrstev proménného sloZeni (smésnych
nitridit) 1ze ddle predpovédét vliv teploty, tlaku a pocdtecniho
slozen{ plynné faze na vysledné slozeni vrstvy, kterym jsou
urCeny jeji elektrické a optické parametry.

Vysledky rovnovaznych vypoéti pro systémy AT-N-C-H
byly publikovany v fadé praci: AIN (cit.*’), GaN (cit.'*43),
InN (cit.¥), (AL Ga)N (cit.*"9, (ALIn)N (cit.*”>'"2), (Ga,In)N
(cit.3479357) a4 (A1,Ga,In)N (cit.*?). Jednotlivé price se lisi
zejména v poctu fazi a latek zahrnutych do vypoctu a pro
uvazované latky jsou uzivdna riznd, v nékterych pripadech
vyznamnée odli$nd termodynamickd data. Néktei{ autofi zava-
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déji v ramci termodynamického modelu depozi¢niho procesu
jistd omezeni, kterd souvisi s ,,nizkou” rychlosti urcitych che-
mickych reakci. Jednd se zejména o kinetické omezeni roz-
kladu vychoziho amoniaku a vylouceni plynného dusiku N,
z heterogennich chemickych reakci, které vedou ke vzniku
pevnych nitridi (tzv. kvazi-rovnovdzny model navrzeny Kou-
kituem a spol.* a Luem a spol.*%).

Vysledky rovnovédznych vypocti jsou obvykle prezento-
véany ve formé depozi¢nich diagrami, ve kterych jsou vyzna-
Ceny oblasti existence rtiznych kondenzovanych fdzi v zdvis-
losti na po¢dtec¢nich podminkdch, tj. na teploté, tlaku a pocd-
tecnim slozeni plynné faze. Slozeni plynné fize je obvykle
charakterizovdano pomérem V/III (pomér vychozich latkovych
mnoZstvi amoniaku a prvki A™) a relativnim obsahem jednot-
livych prvka A™. Pro ilustraci jsou na obr. 6 uvedeny vypo¢-
tené depozi¢ni diagramy pro systém Al-Ga-In-N-C-H pro
depoziéni teploty 700 a 800 °C (cit.’®).

Z praktického hlediska je rovnéz velmi uzitecna predikce
takovych pocdtecnich podminek, které vedou k pozadova-
nému slozeni deponované vrstvy. Na obr. 7 jsou zndzor-
nény po&atedni koncentrace TMA™, které vedou (za podmi-
nek termodynamické rovnovdhy) ke vzniku pevného nitridu
Ga, (Al gIng ), N miizkove piizpisobeného GaN (cit.”®).
JelikozZ sloZeni vznikajicich vrstev miiZe byt vyznamné ovliv-
néno i dalsimi faktory, a to zejména transportem vychozich
latek k povrchu podlozky i kinetikou povrchovych
chemickych reakci, je tfeba vypoctené rovnovdzné udaje
povazovat spiSe za orientacni.

V posledni dobé bylo publikovdno téZ nékolik praci vé-
novanych kvantové-mechanickym vypoctim termodynamic-
kych parametrt reakci probihajicich mezi vychozimi latkami
v plynné fizi**%% Vysledkem je posouzeni termodynamické
stability rGznych komplexnich sloucenin — adukti a jejich
oligomert a navrZeni reak¢niho mechanismu vzniku pevnych
nitridd A"'N.

4.2. Kinetické aspekty pfipravy vrstev
nitridd A metodou MOVPE

Rychlost depozice vrstev pevnych nitridd AN metodou
MOVPE je ovlivnéna fadou faktort: transportem vychozich
plynnych latek k povrchu podlozky, kinetikou chemickych
reakef probihajicich v objemu plynné faze, kinetikou dé&jii na

A

depozice mezivrstvy
(buffer layer)

GaN, resp. AIN

depozice prvni
vrstvy funkéni
struktury ‘

1000 °C

400 °C

v

Casovy postup depozice

111,

Obr. 5. Casovy postup pripravy funkéni struktury A™N na safi-

rové podlozce
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povrchu podlozky a pozdé€ji deponované vrstvy (adsorpce,
desorpce, povrchova chemicka reakce) a v nemalé mife i tep-
lotnim gradientem mezi vyhfivanou podlozkou a chladnymi
sténami reaktoru. Zdvisi tedy nejen na teploté podlozky, cel-
kovém tlaku a pocatecnim sloZeni plynné faze, ale i na prito-

700 °C 0,0 41,0

x" (TMAI) X" (TMIn)

0,2

0,0 02 04 0,6 0.8 10
X’ (TMGa)

800 °C
x" (TMAL)

/ A\
/ nitrid \
1,0 : L : L L t L . 0,0

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
X’ (TMGa)

Obr. 6. Depozi¢ni diagramy systému Al-Ga-In-N-C-H (cit.*®), re-
lativni tlak p/p® = 1, V/III = 10, nosny plyn H,
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kové rychlosti plynné faze reaktorem a geometrii reakéniho
prostoru. Obecny transportné-kineticky model, ktery je zalo-
Zen na feSeni soustavy parcidlnich diferencidlnich rovnic pied-
stavujicich zakladn{ bilan¢ni vztahy pro hybnost, hmotu a ener-
gii, byl v literatufe vicekrat popsdn a v riizné formé apliko-
véan pti modelovdni rychlosti ristu vrstev jinych polovodici
ABY, zejména GaAs a InP (cit.537%8),

Kineticky, resp. transportné-kineticky model rdstu vrstev
nitridd A™N v réiznych typech reaktori byl zpracovan pro AIN
(cit.*”), GaN (cit.(’g'n) a (Ga,In)N (cit.73). Mechanismus tvor-
by pevnych nitridi je pomérné komplikovany. Pro piipad
depozice GaN z TMGa a NH, Ize chemickou pfeménu vycho-
zich latek znazornit ndsledujicim zjednodusenym schématem
(obrazek 8).

Z teplotni zdvislosti rychlosti ristu vrstev GaN lze usoudit,
Ze v oblasti nizSich teplot je depozice GaN fizena kinetikou
chemickych dé&jt na povrchu podlozky, zatimco v oboru bézné
uzivanych depozi¢nich teplot (850-1050 °C) je dominantni
transport gallia k povrchu podlozky. Negativni vliv parazit-

1,0

X (TMA™)
0,8 1
06 | 1

04 | 1

0,2 4 i

0’0 n 1 n 1 n 1 n 1 n
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

y

Obr. 7. Systém Al-Ga-In-C-H (cit.ss), pocatecni obsah TMA™
v plynné fazi (vztazeno k Sx’(TMA™ = 1), ktery vede k tvorbé
nitridu Ga})y (Al oJIn, ), N mfiizkové prizptisobeného GaN; ¢ =
800 °C, p/p°= 1, V/III = 10 000, nosny plyn N,, @ TMAL, ® TMGa,
A TMIn

vychozi latky adukty oligomery
TMGa + NH, TMGa : NH,(g) '/ (DMGaNH,) (g)
DMGa,MMGa,Ga(g) DMGa,MMGa,Ga(g) DMGa,MMGa,Ga(g)

DMGa,MMGa,Ga(ad) |[NH,(ad)| DMGa,MMGa,Ga(ad) [NH,(ad)] DMGa,MMGa,Ga(ad)

GaN

Substrat

Obr. 8. Mechanismus vzniku pevného GaN z vychozich plynnych litek TMGa a NH,; DMGa = (CH,),Ga, MMGa = CH,Ga
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nich homogennich reakci v plynné fazi na vyslednou kinetic-
kou charakteristiku depozi¢niho procesu je vyznamny zejmé-
na v pripadé Al a lze jej cdstecné omezit sniZenim tlaku
v reaktoru.

5. Aplikace epitaxnich struktur AN
v elektronice

Piednosti viech bindrnich materidld A™N a jejich pev-
nych terndrnich a kvaternarnich roztokti wurtzitového typu
(AL,Ga,In)N je skutecnost, Ze se jednd o tzv. piimé polovodice
—maximum valen¢niho a minimum vodivostniho pdsu energie
maji stejnou souradnici vinového vektoru k. Tato vlastnost
optimalizuje vyuziti téchto materidli predev$im v emisnich
nekoherentnich i koherentnich optoelektronickych soucast-
kach. Vhodnym misenim AIN, GaN a InN lze ménit $ifi
zakdzaného pdsu energie v rozmezi 1,9 az 6,2 eV (viz obr. 1),
atim i vlnovou délku emitovaného svétla v oblasti od Zluté do
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ultrafialové. Prvni modfe svitici luminiscen¢ni dioda LED na
bdzi nitridu gallitého typu MIS byla pfipravena v r. 1971
(cit.”. Prvni luminiscenéni dioda na bazi GaN s p-n precho-
dem byla publikovdna az v roce 1989 (cit.”). Funkéni struk-
tura na safirové podloZce se sklddd z nedotované vrstvy GaN
vodivosti t@ypu n (koncentrace volnych nositelti ndboje, n =
2.10"7 cm™), na které je deponovéna vrstva vodivosti typu p
dotovand hoi¢ikem s chemickou koncentraci hot¢iku 2.10%°
cm™>. Struktura byla pfipravena technologii MOVPE a elektro-
luminiscence je v blizkosti hrany zakazaného pdsu pii 375 nm.
Konstrukce soucdstky byla vysledkem nékolikaletého inten-
zivniho vyzkumu piipravy strukturné vysoce kvalitnich epi-
taxnich vrstev vodivosti typu p. Optimalizace strukturnich
parametr( byla dosaZena aplikaci tzv. mezivrstev GaN nebo
AIN. Nizkoodporovy p typ vodivosti epitaxnich vrstev doto-
vanych hof¢ikem byl ziskdn nizkoenergetickym elektrono-
vym bombardovanim nebo Zihanim v dusiku’.

Podstatné zlepSeni emisnich vlastnosti elektroluminiscen-
¢nich diod na bazi AN ptinesla aplikace tzv. dvojité hetero-

| Kontakt

p-GaN (dotovana hoi¢ikem)

n-Gay gony ,)N (dotovand kiemikem)

Kontakt

n-GaN (dotovand kiemikem)

mezivrstva GaN (buffer layer)

PODLOZKA — SAFIR

Obr. 9. Rez dvojitou epitaxni heterostrukturou GaN/(Ga,In)N pro elektroluminiscen¢ni diody

Kontakt

Kontakt

Kontakt

vrstva n-GaN (n = 1107 cm_S), tloustka 1 um

mezivrstva AIN (buffer layer) — dielektrikum

PODLOZKA - SAFIR

Obr. 10. Rez epitaxni strukturou GaN/AIN pro tranzistory Fizené elektrickym polem
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struktury76. Na obrdzku 9 je schematicky zndzornéna dvojitd
heterostruktura s aktivni (emitujici) vrstvou (Ga,In)N. Struk-
tura byla ptripravena technologii MOVPE na safirové podloz-
ce. Vrstvy GaN a Ga,gln,,N vodivosti typu n byly dotovdny
kfemikem, vrstva GaN typu p hof¢ikem. Maximum elektrolu-
miniscence bylo pfi vinové délce 440 nm. Toto fazeni jednot-
livych epitaxnich vrstev v heterostruktufe optimalizuje jak
samotny rekombinacni proces, tak i optické, popt. svétlovodné
vlastnosti celé struktury. V r. 1993 byly vyrdbény modré
luminiscenéni diody na bazi GaN s dcinnosti 2,75 % (Nichia
Chemical Co.). Dnes jsou béZné dostupné modré, zelené a Zlu-
té diody s G&innosti az 13 % (cit.””).

V piipadé konstrukce koherentnich zdroji zdfen{ (laserové
diody) na bazi litek A™N rostou predeviim pozadavky na
strukturni kvalitu pfipravovanych epitaxnich vrstev. Podstat-
né slozitéjsi jsou i funkcni epitaxni struktury jako celek. Bézna
hustota dislokaci ve funk¢nich vrstvach na safirové polozce
s aplikaci jedné mezivrstvy je 10° az 10'° cm™. Tato koncen-
trace je jesté prijatelnd pro konstrukci elektroluminiscencnich
diod, ale podstatné redukuje dobu Zivota diod laserovych.
Problém je fesen napt. nékolikandsobnym vkladanim nizko-
tepl(7)7tn1’ mezivrstvy mezi vysokoteplotni funkéni vrstvy AN
(cit."").

Prvni injeké&ni laserové diody na bazi materidlt A™N byly
demonstroviny Nakamurou a spol.”® v roce 1996. Aktivni
oblast tvori soubor velice tenkych, stiidavé deponovanych
vrstev In, 20Gao,soN (2,5 nm) a IanOSGaO‘gsN (5,0 nm), které
specidlnim zpisobem moduluji pribéh potencidlu (MQW).
Laserové diody rozméru 30 pm x 1500 pum pracuji pii poko-
jovéteploté v pulznim reZimu s prahovym proudem 4 kA.cm™.
Emitovand vlnova délka je 417 nm. Na bdzi heterostruktury
(Ga,In)N/(Ga,In)N byl pfipraven i laser’’, ktery pracuje v kon-
tinudlnim rezimu az do teploty —40 °C pfi prahovém proudu
8,7 kA.cm ™ (emise pfi 411 nm). Perspektivni aplikace Siroko-
pasovych laserovych diod je smérovdna hlavné do oblasti
zpracovani digitdlnich informaci.

Mikrovinné soucdstky na bdzi Sirokopasovych materiald
A™N jsou konstruovany s cilem dosazeni vysokych vykond,
uplatnéni ve vysokoteplotni elektronice a moznosti pracovat
v chemicky agresivnich prostiedich. Na rozdil od emisnich
optoelektronickych soucdstek se zdkladni heterostrukturou
GaN/(Ga,In)N jsou mikrovinné soucdstky, prevazné tranzis-
tory fizené elektrickym polem (HEMT, MESFET, MODFET),
konstruovdny na bazi heterostruktury GaN/(Al,Ga)N. Divo-
dem je vysoka tepelna stabilita vSech chemickych komponent
az do teploty 1000 °C a dielektrické vlastnosti nitridu hlinité-
ho. Na obrdzku 10 je schematicky zndzornén fez epitaxni
struktury tranzistoru fizeného elektrickym polem MESFET.
Struktura, pfipravend technologii MOVPE se sklada ze safi-
rové podlozky, izolacni vrstvy AIN, vrstvy GaN vodivosti
typu n a ohmickych kontakti z titanu. Pfipravu tranzistoru
FET s heterostrukturou A1GaN/GaN, ktery pracuje pii teplo-
té 300 °C, publikovali Khan a spol.80 Mezni frekvence az
77,5 GHz byla dosazena u tranzistord s modulovanou dotac{
(MODFET) (cit.").

6. Zavér

Lze konstatovat, ze v soucasné dobé jsou komercné do-
stupné modré, modrozelené, zelené i zluté elektroluminis-
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cenéni diody, napt. Nichia Chemical Co., Toyota Gosei nebo
Siemens pro potfebu barevnych zobrazovacich prvkd. Funk-
¢ni epitaxni struktury se vyrdbéji prevazné technologii MO-
VPE na safirovych podlozkdch s aplikaci mezivrstev nitridu
gallitého nebo hlinitého.

Intenzivné se studuje piiprava koherentnich zdroji zdfen{
(laserti) pozadovanych vykonii, Zivotnosti az 10* hodin, které
pracuji v kontinudlnim rezimu a jsou perspektivni pro potfebu
zpracovani digitdlnich dat. Vyzkum v této oblasti sleduje
pripravu slozitych epitaxnich struktur s tzv. kvantovymi jama-
mi, zlepSeni strukturnich parametrt, kvalitu pfechodl p-n
a hleddni optimdlnich podlozek pro epitaxni rist.

Vysoce perspektivni jsou i epitaxni struktury litek AN
pro potiebu mikrovlnné techniky. Tranzistory fizené elektric-
kym polem nachdzeji uplatnéni ve vykonové elektronice, pfi
teplotdch vyssich nez 400 °C a v chemicky agresivnich pro-
stfedich.

Pti vSech téchto aplikacich jsou kladeny vysoké pozadav-
ky na strukturni kvalitu deponovanych vrstev, homogenitu
jejich tloustky a sloZeni. K hlubsimu pochopeni fyzikalnich
a chemickych déju, které tyto vlastnosti uréuji, probihd para-
lelné s rozvojem vlastni technologie i intenzivni teoreticky
vyzkum smérovany do oblasti termodynamiky a kinetiky pro-
cesu MOVPE.

Seznam zkratek pfevzatych
z anglosaské literatury

DLP Delta Lattice Parameter

HEMT High Electron Mobility Transistor

HVPE Hydride Vapor Phase Epitaxy

LDA Local Density Approximation

LED Light Emitting Diode

LMTO Linear Muffin Tin Orbital

MBE Molecular Beam Epitaxy

MESFET Metal-Semiconductor Field Effect Transistor
MIS Metal Insulator Semiconductor

MODFET Modulation-Doped Field Effect Transistor
MOVPE  Metalorganic Vapor Phase Epitaxy

MQW Multiple Quantum Well

PP Pseudopotential

VFF Valence Force Field

VPE Vapor Phase Epitaxy

_Tato prdce vznikla za financni podpory Grantové agentury
CR v rdamci projektu ¢. 104/00/0572.
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J. Stejskal® and J. Leitner” (“Department of Inorganic
Chemistry, "Department of Solid State Engineering, Institute
of Chemical Technology, Prague): Aluminium, Gallium and
Indium Nitrides — Advanced Materials in Electronics

Structure and physical properties of the A™ nitrides and
their solid solutions are reviewed. Thermodynamic parameters
of the binary nitrides as well as of the ternary solid solutions
are summarized and discussed. Various methods of deposition
of epitaxial layers and structures of these materials are descri-
bed. The metal organic vapor phase epitaxy as the leading
epitaxial technology is presented in detail including the ther-
modynamic and kinetic aspects of the A™ nitrides growth.
Current optoelectronic and microwave applications of the
nitrides are briefly mentioned.
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1. Uvod

Jako bioaktivni se oznacuji materidly (bioskla, nékteré
druhy sklokeramiky, chemicky upraveny titan), jeZ vytvareji
vazbu s kostni tkdn{ prostfednictvim vrstvy kostniho apatitu,
kterd se tvoii na jejich povrchu po implantaci'. Proces nu-
kleace a rGst krystall apatitu je iniciovdn iontovou interakci
mezi bioaktivnim materidlem a krvi a mtize byt reprodukovan
v simulované télni tekutin¢ (SBF — Simulated Body Fluid)
(cit.?).

Expozice v SBF je nejcastéji provddéna jako staticky
experiment, kdy je vzorek umistén v roztoku o konstantnim
objemu, nebo je roztok periodicky obnovovén®. Je-li pomér
povrchu vzorku k objemu roztoku (S/V) dostate¢né nizky
k udrzeni konstantnich podminek béhem expozice, 1ze obtizné
detegovat zmény ve sloZeni roztoku zptsobené interakei ma-
teridl-SBF. V piipadé¢ vysokého poméru S/V jsou koncen-
tracni zmény méfitelné, dochdzi vSak ke zméné sloZeni roz-
toku a ke sniZeni hnaci sily pro nukleaci a rst krystald apatitu
v disledku prechodu iontl z roztoku do pevné faze*. Statickd
expozice také méné odpovidd podminkdm pfi implantaci, kde
vzdy dochdzi k proudéni téln{ tekutiny podél povrchu implan-
tdtu.

Lze predpokladat, Ze dynamické usporadani expozice (tj.
v proudici kapalin¢) poskytne konstantni podminky interakce
materidl-SBF a umozni detekci zmén ve sloZeni roztoku bé-
hem prvnich faz{ interakce.

Cilem prace bylo navrhnout testovaci metodu pro bioma-
teridly, kterd by lépe simulovala interakci mezi povrchem
implantitu a télnimi tekutinami nez dosud pouzivané testy
a overit schopnost této metody rozlisit materidly bioaktivn{
a bioinertni.
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2. Materidly a metody

Pti experimentech byly pouzity vzorky bioaktivniho titanu
(Ti-bio), gelu TiO,, slinovaného syntetického hydroxyapatitu
(HA1100) a susené¢ho hydroxyapatitu (HA120). Jako refe-
ren¢ni vzorky byly pouZity obrobeny Cisty titan (c.p. Ti, grade
3) a drt kiemenného skla. Ti-bio vzorky byly pfipraveny jako
tiisky z obrabéni, omyty v isopropylalkoholu v ultrazvukové
mycce, vysuseny na 120 °C, leptdny v 2% HF a nasledné 12
hodin v 5 M-NaOH pfi 60 °C. Titani¢ity gel byl pfipraven
smisenim tetrabutyl-orthotitandtu s ethanolem, vodou a kyseli-
nou chlorovodikovou v moldrnim poméru 1:47:0,57:0,11. Né-
sledné byl vysusen pii teploté 135 °C. Pied interakci s SBF
nebyl gel nijak chemicky upravovan. Vzorky cistého titanu
(Ti) byly ve formé tfisek z obrabéni, omyté v isopropylalko-
holu bez dalsi povrchové tpravy. Vzorky hydroxyapatitu byly
pripraveny srdZenim z vodného roztoku a susenim pfi teploté
120 °C (HA120) nebo nésledné slinovanim pii 1100 °C (HA1100).
Zrnitost drti byla v rozsahu 0,6-1 mm. Velikost povrchu
vzorkd byla ur¢ena adsorpci kryptonu (vyhodnoceni metodou
B.E.T). Vzorky bioaktivniho titanu (Ti-bio) vykdzaly fadové
vy&3i velikost povrchu (0,4392 m%g ™" ) nez vzorky &istého ti-
tanu (0,013 m”.g™"). Rovnéz vzorek drt¢ HA120 (93,69 m.g™")
mél vyznamné vétsi povrch nez slinovany vzorek HA1100
(0,002 m*. ¢h). U vzorki hydroxyapatitu byla rovnéz uréena
porozita rtutovou porozimetrii (HA120 - 65 % ,HA1100 -7 %).

Vzorky byly exponovdny v roztoku SBF, ktery byl pii-
praven z ndsledujicich chemikalii: KCl, NaCl, NaHCO;,
MgSO,.7H,0, CaCl,, TRIS, NaN,, KH,PO,. Roztok obsa-
hoval 142 mmol.I"' Na*, 5 mmol.I™' K*, 2,5 mmol.I"' Ca™,
1 mmol.I"' Mgz’“, 131 mmol.I"! CI', 5 mmol.lI”" HCOj,
1 mmoL.I"' SO}, 1 mmol.I"'HPO; ™ . Tlumici roztok TRIS byl
pouzit k nastaveni pH na 7,55-7,60 pfi 25 °C a azid sodny k
inhibici bakteridlniho ristu. Vzorky byly exponovany v pritocné
cele, kterou protékal konstantnim pratokem 0,042 ml.min™!
roztok SBF predehiaty na 37 °C (obr. 1) . Vzorky roztoku na
vystupu z cely byly odebirdny k analyze koncentrace ionti
Ca’* atomovou absorp¢ni spektroskopif a ionttl POf[ spektro-

SBF spektrofotometr <
—p—
termostat
37°C
cela se >
peristaltické vzorkem ﬂr
Y cerpadlo
N
v
vyluh

Obr. 1. Experimentalni usporaddni prito¢ného testu
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Obr. 2. Casov4 zavislost koncentrace ionti Ca** a POZ’ (mg.l'l)
v roztoku SBF na vystupu z cely pii expozici vzorki ¢istého titanu
(c.p.Ti), bioaktivniho titanu (Ti-bio) a gelu TiO, s oznacenim ti
fazi interakce (I, I1, ITIT); 4 Ti-bio, + c.p.Ti, B gel TiO,

fotometricky. Po expozici byla provedena povrchova analyza
vzorki elektronovou mikrosondou (SEM-EDS).

3. Vysledky

Na ¢asovych zavislostech koncentrace iontii Ca®* a PO}~
zméfenych na vytoku z cely pii expozici vzorki Ti-bio bylo
mozné sledovat tfi hlavni faze (obr. 2). Na pocatku interakce
materidlu s roztokem doslo k rychlému, avsak docasnému
poklesu koncentraci obou iontd v SBF. Béhem druhé faze
doslo k nédvratu koncentraci pfiblizné na pGvodni hodnoty
(100 mg.I"" Ca®, 88 mg.I"' PO; " ). Po indukéni dobé piiblizné
25 hodin byl detegovan dalsi ?okles koncentrace, ktery se
zastavil na hodnot& 60-63 mg.I"' PO;" . Toto ustdleni poklesu
indikovalo spotiebu iontti z roztoku konstantn{ rychlosti, zpt-
sobenou riistem krystalli kostniho apatitu. Kfivka pro gel TiO,
ukazuje pokles a ndsledny vzestup obou koncentraci na pocat-
ku expozice. Po 10 hodinéch setrvava koncentrace obou stano-
vovanych prvki na zhruba konstantni hodnoté 91-92 mg 1",

Béhem expozice bioinertnich vzorku (¢isty titan, kfemen-
né sklo) nebyly detegovdny Zddné vyznamné rozdily vstup-
nich a vystupnich koncentraci ionti Ca** a PO}~ (obr. 2).

Casové zdvislosti zméfené pii expozici vzorkt hydroxy-
apatitu (HA120 a HA1100) vykazovaly podobny pribéh jako
pii expozici vzorkd Ti-bio, avSak k precipitaci kostniho apatitu
dochdzelo po krat$ich indukénich dobach a vyznamny poca-
tecni pokles andsledny vzrist koncentrace sledovanych slozek
zaznamendn nebyl (obr. 3).
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Obr. 3. Casova zavislost koncentrace iontt POi' (mg.l'l) V rozto-
ku SBF na vystupu z cely pri expozici vzorku hydroxyapatitu;
@ HA120 a— HA1100

Obr. 4. Snimek apatitovych sféroliti vytvorenych na povrchu
bioaktivniho titanu po 74 hodindch expozice v SBF (SEM, zvétse-
ni 1000)

Obr. 5. Snimek povrchu gelu TiO, po 72 hodindch expozice v SBF
(SEM, zvétseni 1000)

Vzorky titanu exponované v SBF byly analyzovédny po-
moci SEM-EDS. Apatitové krystaly vytvofené na povrchu
vzorku Ti-bio ukazuje obr. 4. V tabulce I jsou shrnuty vysledky
analyzy SEM-EDS pro vzorky Ti-bio, c.p.Ti a a gelu TiO, po
expozici v roztoku SBF. Pro vzorek Ti-bio z ni vyplyva pomér
Ca/P rovny 1,74. Tato hodnota je blizkd poméru Ca/P v hy-
droxyapatitu.
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Tabulka I

Mnozstvi vapniku a fosforu (at.%) detegované na povrchu
vzorkt c.p.Ti, Ti-bio a gelu TiO, po 2 minutich, 20 a 74
hodindch expozice v SBF (SEM-EDS, zbytkové prvky jsou
titan a kyslik)

Cas Ti-Bio c.p. Ti Gel TiO,
Ca P Ca P Ca P
2 min 1.4 ND? ND*  ND* - -
20 h 6,7 0,7 ND* ND* - -
74 h 23,0 13,2 - - 22,6 0,0

? Hodnoty nebyly stanoveny

Také povrch gelu TiO, byl sledovan pomoci metody SEM
a EDS. Mikroanalyzou bylo stanoveno mnoZstvi vdpniku
a fosforu na jeho povrchu po expozici v SBF (obr. 5, tab. I).

4. Diskuse

V ptipadé vzorki Ti-bio ukazovaly méfené kiivky ¢asové
zdvislosti vystupni koncentrace z cely vyznamné zachyceni
vépenatych a fosfore¢nanovych iont povrchem vzorku (obr. 2).
To muZe byt zplisobeno iontovou adsorpci na povrch hydra-
tované gelové vrstvy TiO, vytvoiené dpravou vzorku v alka-
lickém prostiedi. Toto zjiSténi je v souladu s vysledky Kokuba
a spol.%, kteii detegovali elektronovou mikroanalyzou vapnik
na povrchu alkalicky upraveného titanu jiz po 0,5 h expozice
v SBF. Pfitomnost vdpniku a stop fosforu na povrchu vzorki
Ti-bio byla potvrzena i elektronovou mikroanalyzou (tab. I).
Podstatny pokles koncentrace v SBF v piipadé Ti-bio v porov-
nani s Cistym titanem mize byt zplisoben piiblizné o 2 fady
vétsim povrchem vzorku Ti-bio interagujiciho s SBF. Elektro-
nova mikroanalyza vSak nepotvrdila piitomnost vdpniku na
povrchu ¢istého titanu po 2 minutdch ani po 20 hodindch
(tab. I), a ani po 74 hodindch nedoslo k precipitaci kostniho
apatitu. Podobné inertni chovdni vykazoval pfi expozici v SBF
i vzorek kiemenného skla.

Analyza roztoku v pribéhu interakce gelu TiO, ukdzala
v po&dteénim stadiu ubytek ionté Ca®" i POZ_ (obr. 2), ktery
nasvédcoval tomu, Ze doslo k adsorpci vdpenatych a fosfo-
recnanovych iontli z roztoku na povrch gelu. Elektronovou
mikroanalyzou byl ale na povrchu gelu detegovdn pouze ion
Ca®*. Vzhledem k tomu, 7e nebyl detegovan zadny fosfor,
predpokldddme, ze doba expozice nebyla dostatecnd k vytvo-
feni nuklei HA. Tento fakt naznacuje bud srdzeni fosfore¢nant
mimo povrch vzorku, pfipadné na misté, které nebylo analy-
zovano elektronovym paprskem. Je ov§em nutno mit na pamé-
ti i skutecnost, Ze pti dynamickém testu bylo pouzito nizkého
priitoku (0,042 ml.h™), a tak bylo pro analyzu zmén v SBF
k dispozici velmi malé mnozstvi roztoku. Pro spektrofotomet-
rické stanoveni bylo nutno jesté toto mnoZzstvi zfedit. Absor-
bance tak byla méfena na hranici stanovitelnosti a zjiSténd
koncentrace iontl POZ‘ miZe byt zatiZzena znacnou chybou.
Jednoznacéné je ovsem mozné fici, Ze po adsorpci iontli nena-
stala ve sledovaném ¢asovém obdobi nukleace HA na povrchu
vzorku. Tento fakt je v souladu se zdvéry predchozi prace®,
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Obr. 6. Casova zavislost mnoZstvi ionti POi’ (mg) spotiebova-
nych pri precipitaci apatitu na povrchu vzorku Ti-bio
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Obr. 7. Casovi zivislost hmotnosti ionti POf:' (mg) spotrebo-
vanych prFi precipitaci apatitu na povrchu vzorki; — HA120 a
¢ HA1100

kterd ukdzala, Ze na srdZzeni HA na povrchu materidld mad vetsi
vyznam jeho schopnost zvyS$it lokdlni pfesyceni u povrchu nez
samotnda schopnost adsorpce slozek z roztoku.

Rychld iontova adsorpce byla také detegovdana v piipadé
vzorkit HA120 a HA1100. Indukéni ¢as, po kterém nastal riist
krystald kostniho apatitu, byl v§ak v tomto piipadé podstatné
krats$i nez v pfipadé€ vzorki Ti-bio, kde je tato hodnota 24,5 h.
Indukéni casy pro HA120 a HA1100 jsou 3,8 h, respektive
2,5 h. Lze pfedpoklddat, Ze rychld iontovd adsorpce vdpena-
tych a fosfore¢nanovych iontd midze byt prvni fdzi procesu
tvorby vazby mezi bioaktivnim materidlem a kostni tkdni.
Indukeni Cas, charakterizujici rychlost nukleace HA, po kte-
rém zacind rdst krystald kostniho minerdlu, zdvisi na mez-
ifazové energii mezi precipitujici fazi a substratem®™® a miize
byt vyuzit pro kvantifikaci bioaktivniho chovéni studovaného
substratu.

Extrémné dlouhd induk¢ni doba rdstu krystalt apatitu
(4 tydny), kterou v piipadé Cistého titanu zjistili Li a Du-
cheyne’, miize byt ve shodé s klinicky pozorovanym chovanim
Cistého titanu, ktery se jevi jako bioinertni materidl, av§ak po
delSich dobdch vhojeni a za idedlnich podminek (primarn{
stabilita implantdtu, dokonald kongruence kostniho loze) vyka-
zuje schopnost pevného spojeni s kosti — tzv. osseointegraci'.

Dynamické experimentdlni uspordddni umoznilo jedno-
duché urceni indukénich ¢ast pomoci asové zdvislosti hmot-
nosti iontt POZ’, spotfebovanych pfi precipitaci apatitu, a jeji
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extrapolaci do nulové hodnoty (obr. 6, 7). Hodnota zjisténa
pro vzorek Ti-bio (24,5 h) je v dobré shod¢ s hodnotou
urlenou pii statické expozici stejné upravenych vzorka®. In-
duk¢ni Cas vzorkd hydroxyapatitu byl vyznamné krat$i nez
v piipadé bioaktivniho titanu. To lze vysvétlit veétsi struk-
turdlni podobnosti precipitujici faze a substrdtu v piipadé, kdy
substratem je synteticky hydroxyapatit. VySsi rychlost spo-
tieby iontl POZ’ precipitaci apatitu u vzorku HA120 v porov-
nani s HA1100 je moZzné vysvétlit vétsi plochou povrchu
v kontaktu s roztokem (obr. 7).

5. Zavér

Dynamické usporaddni testu v simulované télni tekutiné
je vhodné k detekci koncentra¢nich zmén v roztoku. Na zd-
kladé casové zdvislosti vystupni koncentrace z cely je mozZné
interakci bioaktivniho titanu s SBF rozdélit do tif zdkladnich
fazi— 1. adsorpce vapenatych a v mensi mife fosfore¢nanovych
iontli materidlem, /I. induk¢ni doba, /11. rist krystali kostniho
apatitu. Zjisténd schopnost rychlé iontové adsorpce mize mit
vyznamny vliv na pozdé&jsi adsorpci biomolekul, jako napf.
aminokyselin a proteind, a mize tak ovlivnit ¢i pfimo piedurcit
biokompatibilitu a bioaktivitu materidlu jeSté¢ predtim, nez
dojde k rtistu krystalti kostniho apatitu. Dynamické usporadan{
expozice rovnéZ umoziuje vyhodnoceni parametrii precipi-
tace (induk¢ni doba, rychlost rtistu), které mohou byt pouzity
k odhadu bioaktivity studovaného materidlu.

Studie vznikla jako soucdst vyzkumného zdméru Priprava
a vlastnosti modernich materidlii — modelovdni, charakteri-
zace, technologie (MSM 223100002). Zédsti byla podporena
i Ministerstvem priimyslu a obchodu CR (FB-CV/64/98).
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TiO, gel, sintered hydroxyapatite (HA1100) and dried hydro-
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1. Uvod
Pyrolyzou uhlovodikii (ethylenovou pyrolyzou) se ozna-
Cuje tepelny rozklad uhlovodikd na nizkomolekuldrni alke-
nové produkty, predevsim ethylen a propylen. Pyrolyzni reak-
ce probihaji hlavné radikdlovym mechanismem, pii vysSich
stupnich konverze surovin se uplatiiuji vyznamné také reakce
molekuldrni. Reakéni smés je silné fedéna inertem — vodni
parou, kterd sniZenim parcidlniho tlaku uhlovodika ¢dstecné
brani pribéhu nezddoucich sekundérnich reakci vedoucich
k tvorbé pyrolyzniho oleje a uhlikatych tusad. Jako suroviny
se pouzivaji podle geografické polohy a situace na petro-
chemickém trhu predevsim ethan, propan, zkapalnéné rafinér-
ské a ptirodni plyny, benziny, atmosférické a vakuové plynové
oleje a destilacni zbytky z procesu hydrokrakovéni. Protoze
rozkladné pyrolyzni reakce jsou velmi rychlé a siln¢ endoter-
mické, je tieba dodat reakcéni smési v kratkém casovém inter-
valu zna¢né mnozstvi tepla. Pyrolyzni reaktory jsou proto
konstruovény jako tenké trubky — vlasenky s extrémné vyso-
kym pritokem reakéni smési. Soustava nékolika vldsenek
v radiacni komote je soucdsti tzv. pyrolyzni pece. Délka vla-
senek dosahuje pfiblizné¢ 10 az 100 m, maximdlni rychlost
proudéni reakéni smési 170 az220 m.s"'a doba zdrzeni reakéni
smési ve vldsence se pohybuje od asi 0,1 do 0,6 s. Do vldsenky
vstupuje surovina predehidtd na 500 az 600 °C, v komote se
zhavymi spalinami topného plynu se reakéni smés postupné
ohiiva na 770 az 900 °C.

Pyrolyza uhlovodiki je v laboratornich podminkéch stu-
dovina v riiznych typech reaktori' ™. Mezi nejcast&ji pouzi-

325

vané patfi trubkové reaktory, zatimco ostatni typy, napt. vsad-
kové a pratocné michané reaktory, maji pouze okrajovy vy-
znam. Vlasenky primyslovych reaktorti nejlépe napodobuji
trubkové reaktory. Oproti primyslovym reaktordim vSak vy-
kazuji zcela odlisné vlastnosti — podstatné vy$s$i pomér vniti-
niho povrchu trubky k reakénimu objemu a pomaly tok reakén{
smési vytvareji odliSné axidlni i radidlni teplotni a tlakové
profily. Nezanedbatelnym zdrojem potiZi s pfenosem dat z la-
boratornich na primyslové reaktory je sténovy efekt. Radikdly
zanikaji fadové rychleji na kovovych sténdch (vysokd tepelnd
vodivost, oxida¢né-reduk¢ni vlastnosti) nez na sténach neko-
vovych (obvykle kiemennych laboratornich reaktorti). U ko-
vovych laboratornich reaktorti je naopak vliv sténového efektu
podstatné silnéjsi nez u primyslovych reaktort z divodu re-
lativné velkého povrchu reaktoru a malého reakéniho objemu.

Experimenty s pocitacove fizenymi laboratornimi reak-
tory spojenymi s dokonalou analyzou reakéni smési lze ziskat
dostatecné mnozstvi a vhodnou strukturu spolehlivych dat,
kterd mohou byt ve spojeni s vysledky provoznich experi-
mentl zdrojem pro ndvrh matematického modelu, uréeného
k transformaci laboratornich dat do provoznich podminek. Jed-
nim z aktudlnich dkold, feSenych v rdmci spoluprdce VSCHT
Praha a Chemopetrolu Litvinov, je hodnoceni kvality benzi-
novych surovin. NejvyznamnéjSim kritériem kvality jsou oce-
kdvané vytézky zadanych produktii, hlavné ethylenu a propy-
lenu (pod pojmem vytézek produktu se v dal$im textu rozumi
mnozstvi ziskaného produktu, vztaZené na mnoZstvi zpraco-
vané suroviny). Protoze pfi ndkupu surovin v Chemopetrolu
jsou benziny vétSinou charakterizovdny pouze hustotou, sku-
pinovym sloZenim a destilacni kiivkou, je predikce vytézka
pyrolyznich produktd velmi nespolehlivé. Proto je zkoumdna
moznost hodnoceni benzinovych surovin pyrolyzou v labora-
tornim reaktoru s naslednou transformaci ziskanych vytézki
pyrolyznich produktt do provoznich podminek.

2. Laboratorni testovani benzinovych surovin

K laboratornimu testovani benzinovych surovin je na VSCHT
pouzivana pyrolyzni plynovd chromatografie, zaloZend na pii-
mém propojeni pulzniho trubkového mikroreaktoru PYR 4A
Shimadzu se systémem dvou tandemové uspotrdadanych chro-
matografi GC 17A Shimadzu (obr. 1).

Pyrolyzni reaktor je tvofen tenkou kiemennou trubickou.
Plynné a kapalné vzorky jsou davkovany injekeni stifkackou
pres septum, zatimco pevné vzorky umisténé v miniaturn{
platinové lodicce jsou volnym padem aplikovdny pifmo do
stiedu reaktorové trubice. K ohfevu reaktoru slouzi elektricky
vyhfivand picka, regulovand na pfesné definovanou teplotu
(max. asi 820 °C). Zdkladnim pozadavkem pyrolyzni chroma-
tografie je co nejrychleji ohfdt testovany vzorek na pozado-
vanou teplotu a produkty rozkladu co nejrychleji ochladit. Pro
teplotni profil reakéni smési je proto charakteristickd relativné
krétkd reak¢ni zona a strmy ndrdst a pokles teploty v ohfivaci
a chladici zéné (obr. 2). Produkty pyrolyzy jsou vedeny do
sekce se samostatnou regulaci teploty, ur¢ené pouze k zame-
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zeni kondenzace pyrolyznich produktt. Vzhledem k tomu, Ze
proudéni reakéni smési pivodni kfemennou trubickou bylo
silné lamindrni, byl reaktor ¢dstecné naplnén inertnim mate-
ridlem, karborundem s primérnou velikosti ¢dstic asi 0,1 mm.
Napln, kterd priblizila tok reakéni smeési pistovému toku,
zlepsila v kone¢ném disledku vyrazné spolehlivost experi-
mentdlnich méfeni.

Spojeni dvou plynovych chromatograf bylo zvoleno jako
feSeni pozadavku analyzovat nejen bézné plynné produkty
pyrolyzy, ale i t€zsi, vySevrouci frakce, a také zajistit co
nejkratsi dobu analyzy. Sériové uspofdddni chromatograft
umoziuje nastaveni rozdilnych teplot v obou piistrojich, od-
délené ovlddani pratoku nosného plynu kolonami, a tim i pa-
ralelni eluci obsahu vSech analytickych kolon. Prvni chroma-
tograf je osazen dvéma plameno-ioniza¢nimi detektory FID1
a FID2 a injektorem I1. V termostatu chromatografu jsou
umistény dvé kapildrni kolony K1 a K2 a tii pfepinaci kohouty
V1-V3. Kohout V1 slouzi k ddvkovani vzorkd pomoci ddvko-
vaci smycky. Druhy chromatograf je vybaven plameno-ioni-
zaénim detektorem FID3, tepelné-vodivostnim detektorem
TCD a injektorem 12. V termostatu tohoto chromatografu je
umisténa kapildrni kolona K3 a pfepinaci kohout V4. Propo-
jeni mezi chromatografy zajistuje ohfivana prichodka. Nosny
plyn (dusik) je pfipojen do pyrolyzniho ndstavce, obou injek-
tord I1 a I2 a do kohoutu V2.

Analyza pyrolyznich produktti je v systému obou chroma-
tografl zaloZena na piiblizné oddélené analyze pyrolyzniho

Vi

1. Chromatograf 2. Chromatograf

Obr. 1. Schéma pyrolyzniho chromatografu; R — reaktor, K1-K3 —
kapildrni kolony, V1-V4 — piepinaci kohouty, I1-I2 — injektory,
FID1-FID3 - plameno-ioniza¢ni detektory, TCD - tepelné-vodi-
vostni detektor, C — PID reguldtor teploty pyrolyzniho reaktoru, Q —
zdroj nosného plynu pfichdzejictho do kohoutu V2

kolona 1

1. faze: reaktor

2. faze: FID 2 <

3. faze: FID 2 —~————

4. faze: FID 2 o (—
olej

Obr. 3. Schéma analyzy reakéni smési
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plynu (vodik, uhlovodiky C, az C,), pyrolyzniho benzinu

(uhlovodiky Cs az C,)) a pyrolyzniho oleje (uhlovodiky C,,

a vyssi). Po vstupu reakéni smési do prvniho chromatografu

jsou kohouty V1 az V3 postupné piepojovdny ve ctyiech

casovych perioddch tak, aby byly jednotlivé frakce pyrolyz-

nich produktd analyzovany oddélené (obr. 3):

1. Prii vychozim nastaveni kohoutt jsou v§echny kolony pro-
pojeny za sebou. Pyrolyzni olej se sorbuje v prvni kolong,
pyrolyzni benzin a pyrolyzni plyn prechdzeji do druhé
a tfeti kolony.

2. Pretocenim kohoutu V2 dojde k protismérné eluci nej-
té€z8ich podild z kolony K1 a jejich souhrnné analyze na
detektoru FID2, zbytek vzorku je ddle undSen kolonami
K2 a K3.

3. Pretocenim kohoutu V3 dojde k oddélené eluci pyrolyzni-
ho plynu na koloné€ K3 a pyrolyzniho benzinu na koloné K2.
Pyrolyzni benzin se nasledn¢ analyzuje na detektoru FID1
a vodik a methan z pyrolyzniho plynu na detektoru TCD.

4. Pretocenim kohoutu V4 je pfesmérovdna analyza uhlo-
vodikového zbytku pyrolyzniho plynu z detektoru TCD na
detektor FID3.

3. Simulace provoznich dat

Nutnym ptedpokladem spolehlivého prenosu laborator-
nich dat do primyslového méfitka je dostatek vhodnych pro-
voznich méfeni. Pro experimenty v provoznich podminkdch
je viak typickd omezend volba experimentédlnich podminek’.
Obvykle lze ¢dstecné nebo zcela pldnovat zatiZeni reaktoru,
teplotu reak¢ni smési a fedéni reakéni smési vodni parou.
Mimo oblast planovdni se vSak jiz obvykle nachdzi sloZzen{
zpracovdvané suroviny. SloZeni jednotlivych doddvek ben-
zind je sice dostate¢né variabilni, avSak vysledné sloZeni

800 ¢ /_\ 1
L,°C vyhfivaci reak¢nf chladici |
400 z6na z6na z6na

0 L 1 !
0 4 8 12 16
[, cm

Obr. 2. Priklad teplotniho profilu reakéni smési v reaktorové
trubici; 7 - teplota, / — délkova soufadnice reaktoru

kolona 2 kolona 3

—>- (R > (> (>

> P>
> TCD
> FID 1
¥J — > FID 3
benzin plyn
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ndstiiku na pyrolyzni reaktory odpovida smési, kterd vznika
smichdnim veSkerych doddvek benzinl ve velkokapacitnim
zdsobniku. Pldny experimentl jsou pak omezeny podobnym
slozenim surovin. Volba poc¢tu experimentl neni proto vy-
hradné disledkem relativné vysokych ndkladi a ¢asové naroc-
nosti na jejich realizaci, ale i omezeného prostoru volby nezd-
visle proménnych veli¢in.

Vysledky provoznich experimentt byly proto ziskdny né-
hradni cestou — vypocty se semimechanistickym modelem py-
rolyzni pece’, identifikovanym na zdklad& vysledkd provoz-
nich experimentli v Chemopetrolu. Semimechanisticky popis
radikdlovych reakef je zaloZen na predpokladu dlouhych propa-
gacnich fetézct (které dovoluji zanedbat inicia¢n{ a terminacn{
reakce), okamzitého rozkladu tézSich, nestabilnich radikalt
a pseudostaciondrni koncentrace malych, velmi reaktivnich
radikdlt. Ostatni reakce propagacni fdze, predevsim adice ra-
dikdlt na molekuly s nenasycenymi vazbami, jsou modelova-
ny systémem formélnich molekuldrnich reakei. Kineticky mo-
del byl identifikovdn a verifikovdn na zdkladé vysledkt 10,
resp. 42 provoznich experiment( s pyrolyzou riiznych surovin
na riznych typech pyrolyznich vldsenek.

Pro simulacni vypocty byla vybrdna vlasenka klasického
typu SRT IIT (Short Residence Time). Vétve vldsenky s pri-
mérem asi 6 cm se postupné spojuji do silnéjSich vétvi o prii-
meéru 8 a 12 cm (obr. 4). Celkovd délka vldsenky je asi 60 m.
Vyhodou uvedené struktury vldsenek je postupné zmenSovani
poméru teplosménné plochy k objemu trubky, které zrovno-
mériuje tok tepla z radiacniho prostoru do reakéni smési
v souladu s klesajici spotfebou tepla.

K pldnovéani simulacnich experimentd byl pouzit dplny
faktorovy plan 3* (tfi drovné nezdvisle proménnych a Gtyfi
nezdvisle proménné — typ benzinu, zatiZzen{ reaktoru, pomér

Obr. 4. Schéma pyrolyzni vlasenky SRT I11

Provozni parametry:
nastiik benzinu, th™
fedici pomér, kg.kg_1
vystupni teplota, °C

Laboratorni data:
vytézek methanu, hm.%
vytézek ethylenu, hm.%

vytézek propylenu, hm.%

Referaty

fedéni vodni parou a teplota reakéni smési na vystupu z vla-
senky), tj. celkem 81 vypocti. Volba rozsahu nezdvisle pro-
ménnych vychdzela z obvyklych parametri provoznich rezi-
md. Struénd charakteristika simulacnich experimentd je uve-
dena v tabulce I.

4. Prenos laboratornich dat
do provoznich podminek

Jednu z moznych cest transformace laboratornich dat na
informace vyuzitelné v primyslové praxi nabizeji umélé neu-
ronové sit&>’. Podobné jako je u klasickych empirickych mo-
deld nutné optimalizovat jejich parametry, jsou v pribéhu
uceni neuronové sité optimalizovany dpravou signdld tak, aby
pro ziskané vysledky laboratornich experimenti a zadané
provozni parametry (vstupy do neuronové sité) odpovidaly
vystupy sité co nejvice vysledkim provoznich experimentd se
stejnou pyrolyzovanou surovinou. Optimalizovana sit je pak
schopna pro dany provozni reaktor a dané provozni parametry
predikovat provozni chovinf{ laboratorné testované suroviny.

Pro pienos dat z laboratorniho reaktoru do provoznich
podminek byla pouzita dopfednd uméld neuronovd sit s kom-
binovanymi vstupy ddaji z laboratornich a provoznich pod-
minek a s vystupy predikujicimi provozni vytézky methanu,
ethylenu a propylenu (obr. 5). Jako vstupy neuronové sité
z provoznich podminek byly pouzity zatiZeni provozniho re-
aktoru, fedici pomér pdra/surovina a teplota reakéni smési na
vystupu z pyrolyzni vlasenky. Tlak reakéni smési na vystupu
z vlasenky zatim do modelu zahrnut nebyl, protoze pti vSech
provoznich experimentech, a tim i simula¢nich vypoctech,
byla jeho hodnota konstantni. Laboratorni experimenty repre-
zentovaly vytéZky methanu, ethylenu a propylenu, ziskané py-
rolyzou benzinovych surovin v laboratornim reaktoru. Vybér
vystupnich veli¢in byl motivovan jejich praktickym vyznamem

Tabulka I
Zvolené hodnoty nezdvisle proménnych pro simulacni expe-
rimenty (matematicky model vldsenky typu SRT III)

Hustota Nastrik Redici Vystupni

benzinu suroviny pomér teplota

[kg.m™] [th™] [kgkg™'] [°Cl
680; 706; 730 19;22;25  0,3;0,5;0,7  810; 825; 840

Provozni data:
vytézek methanu, hm.%

vytézek ethylenu, hm.%

vytézek propylenu, hm.%

Obr. 5. Schéma umélé neuronové sité pro prenos dat z laboratornich do provoznich podminek
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Tabulka II
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Piiklad vstupii a vystupl neuronové sité (vlisenka typu SRT III, benzin o hustoté 706 kg.m ™)

Vstupy

Vystupy

laboratorni vytézky

provozni parametry

simulované provozni

[hm. %] vytézky [hm.%]

Methan 9,8 nastfik benzinu 21,0 t.h™ Methan 15,0
Ethylen 23,2 vystupni teplota 834 °C Ethylen 25,7
Propylen 16,8 fedici pomér 0,6 kg kg™ Propylen 13,5

ty pyrolyzy, ale spolecné s methanem se v praxi pouZzivaji
i k hodnoceni konverze pyrolyzovanych smési uhlovodiki (ob-

30
Vs, hm.% -
L} B
26 1 "
iy
22 ¢
18 [
©®
@5, ‘49
L
14 Wf
12 16 20 24 28
Vg, hm.%

Obr. 6. Porovnani simulovanych (yg) a provoznich (y;) vytézki
pyrolyzy primarnich benzinii; ® methan, B ethylen, ¥ propylen

a b c
30 ethylen
SRR
¥s, hm. % L—"""]
I
22
P methan
14 L———"""" 4,_::::- F————
propylen r e
0,3 0,5 0,7
D, kg.kg_1

Obr. 8. Simulované vytézky (y,) vybranych produktii pyrolyzy
typickych primarnich benzind v zavislosti na Fedicim poméru
para/surovina (D). Vldsenka typu SRT III, hustota benzint 680 (a),
706 (b) a 730 kg.m ™ (c), zatiZzeni surovinou 22 t.h™', vystupni teplo-
ta 825 °C
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vykle v podob& hmotnostnich poméri ethylen/propylen a me-
than/propylen). Pfiklad konkrétnich vstupli a vystupli neuro-
nové sité je uveden v tabulce II.

a b c
30 ethylen
Vs, hm.% / /
22
methan _ _|
:/\ \‘\>/////’ ™~ I e
e e NN s
~. i - ~.
propylen "~; It ~d
800 825 850
T.°C

Obr. 7. Simulované vytézky (yg) vybranych produkti pyrolyzy
typickych primarnich benzinu v zavislosti na vystupni teploté z
vlasenky 7T'. Vlasenka typu SRT III, hustota benzinti 680 (a), 706 (b)
a 730 kg.m™ (c), zatizeni surovinou 22 t.h™, fedici pomér pdra/suro-
vina 0,5 kg kg™

a b c
30 ethylen
\
vs» hm.% -
\
22
r__ methan
14 e - ’,_,___.—-:::' oo
propylen -
19 22 25
F, thod™

Obr. 9. Simulované vytézky (y,) vybranych produkti pyrolyzy
typickych primarnich benzinid v zavislosti na zatiZeni reaktoru
surovinou (F). Vldsenka typu SRT III, hustota benzini 680 (a),
706 (b) a 730 kg.m™ (c), fedici pomér para/surovina 0,5 kgkg ™,
vystupni teplota 825 °C
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Pro predikci provoznich vytézkd produktt pyrolyzy se
jako optimdlni ukdzala doprednd neuronova sit s jednou skry-
tou vrstvou obsahujici pét neurond. Sit byla uena v prostie-
di Neural Networks Toolbox pro MATLAB s vyuzitim Le-
venbergovy-Marquardtovy optimalizacni metody. Optimdln{
struktura sité byla hleddna postupnym testovanim siti od slo-

pouzit soucet ¢tvercd odchylek simulovanych a naméfenych
dat provedeny na tzv. validacni sadé dat, tj. na datech, kterd
nebyla vyuzita pfi vlastnim uceni sit€. Zatimco hodnota tohoto
kritéria pro trénovaci data monoténné klesd s rostoucim poc-
tem neurond, na valida¢ni sadé dat dosahuje minima. Nardst
hodnoty kritéria pro vySsi nez optimdlni pocet neuronti je
pfiznakem preucent sité zptisobeného snahou popsat trénovaci
data presnéji, nez dovoluje chyba méfeni. Validacni sada
obsahovala vysledky 20 provoznich experimenti ziskanych
pyrolyzou primdrnich benzind na peci s vlasenkami typu SRT
III. Rezidudlni odchylky mezi vytézky validacni sady a vytéz-
ky simulovanymi optimdlni neuronovou siti jsou uvedeny
v diagramu na obr. 6. ProtoZe rezidudlni rozptyl je v relaci
s chybou experimentdlnich méfeni 10 diagram dokldda dobrou
shodu predikovanych a experimentdlnich dat.

Priklady predikei vytézkd methanu, ethylenu a propylenu
v zdvislosti na teploté reakcéni smési na vystupu z vlasenky,
fedicim poméru pdra/surovina a zatiZeni reaktoru jsou pro
typicky lehky, stfedni a téZky primdrni benzin z Chemopetrolu
Litvinov uvedeny na obr. 7 az 9. Z obrédzk je predevsim vidét,
Ze s rustem hustoty benzind, zptisobenym piedevsim zvySu-
jicim se obsahem aromatti, klesaji vytézky vSech hodnocenych
produktd, a Ze nejvyraznéjsi vliv na zmény vytézkt vykazuje
v provoznich podminkdch teplota. VytéZky ethylenu a me-
thanu jsou pfimo imérné teploté pyrolyzy a nepiimo umérné
zatizeni reaktoru. Pokles nebo ndrtist vytézkt propylenu sou-
visi s dosazenim nebo nedosaZenim jeho vytézkového maxi-
ma, zpisobeného ménicim se pomérem ndslednych rozklad-
nych a adi¢nich reakci propylenu a primdrnich reakci jeho
tvorby z vyssich uhlovodikt. Priznivy vliv vyssiho zfedéni
inertem na vytézky zddanych produktt ethylenu a propylenu
a naopak sniZeni vytézki methanu jsou zpisobeny sniZzenim
parcidlniho tlaku uhlovodikd, a tim potlaéenim nezddoucich
bimolekuldrnich sekunddrnich reakei.

S. Zavér

Vyuziti vysledkt laboratornich experimentd v primyslo-
vé praxi vyzaduje dodate¢nou transformaci laboratornich dat
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vhodnym matematickym modelem. Jednu z mozZnosti trans-
formace predstavuji umélé neuronové sité.

Dosavadni zkusenosti s provozem pyrolyzniho plynového
chromatografu a s prenosem vysledki laboratornich experi-
mentl do provoznich podminek ukazuji, Ze 1ze s dostatecnou
spolehlivosti predikovat vytézky zdkladnich produktd prd-
myslové pyrolyzy primdrnich benzind.

Cilem dal$iho vyzkumu bude rozsifeni testovani surovin
i na atmosférické plynové oleje, destilacni zbytky z procesu
hydrokrakovani a na smési kapalnych surovin s vybranymi
recyklovanymi frakcemi, napt. s frakci Cs.
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1. Uvod

Polymorfie je jev, kdy jedna chemickd ldtka midze v zavis-
losti na krystaliza¢nich podminkdch vykrystalovat v rliznych
polymorfnich modifikacich neboli polymorfech. Jinymi slo-
vy, ur€itd molekula nebo strukturni jednotka se miZe uspora-
dat do krystalického stavu nékolika zptisoby. Vysledkem jsou
rozdilné krystalové struktury a jejich prostorové symetrie.
V mineralogii, resp. v anorganické chemii je polymorfie velmi
Castd; piikladem je dimorfie CaCO; (trigondlni kalcit a orto-
rombicky aragonit) nebo trimorfie TiO, (tetragondlni rutil
krystalujici v prostorové grupé P 4,/mnm, tetragondlni anatas,
prostorovd grupa I/ 4,/amd a ortorombicky brookit). Rada
technicky vyznamnych modifikacnich pfemén existuje také
v keramice, metalurgii a dal$ich oborech.

U farmaceuticky aktivnich substanci, které jsou v drtivé
vétsiné organické molekuly, je zvykem hovofit o pevnych
formdch, piip. fazich. Tim jsou minény nejen krystalické
polymorty, ale i amorfni formy a také rtizné krystalické hy-
drity nebo solvdty (zde jsou uvddény méné vzité pojmy:
solvatomorfy' nebo pseudopolymorfy?). Ackoliv je biologic-
ky ucinek aktivni substance vyvoldn interakci molekuly 1éCiva
s cillovym receptorem, je velmi dtlezité, v jaké forme je 1é¢ivo
pacientovi poddvdno. To znamend, Ze zdleZi nejenom na mole-
kulové, ale i krystalové struktuie pevné aktivni substance.
Protoze rtzné formy jedné aktivni substance maji rliznou
krystalovou strukturu a tvar krystald, pfip. jsou amorfni, mus{
se také lisit ve svych fyzikdlnich a biologickych vlastnostech.
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Z technologického hlediska se jednd predev§im o rGzné cho-
vani pfi mikronizaci a tabletaci. Riiznd rozpoustéci rychlost
polymorfi a solvatomorfl v zazivacim traktu md za ndsledek
rozdilnou farmakokinetiku a biodostupnost.

Problémy spojené s polymorfii a solvatomorfii aktivnich
substanci jsou v centru pozornosti vyrobcd 1lé¢iv. Snahou
etické farmaceutické firmy (origindlniho vyrobce), kterd vy-
vinula urc¢itou aktivn{ substanci, je patentove ochrdnit vS§echny
jeji mozné formy. Lze ovSem jednoznacné predpovédét vsech-
ny formy, které mize aktivni molekula vytvofit? S tim souvis{
vyvoj takové analytické metodiky, kterd je schopna vSechny
formy jednoznacné charakterizovat a rozlisit. To je nutné
nejenom pro stanoveni fdzové (polymorfni, solvatomorfni)
Cistoty zvolené formy pii vyrobé, ale také pfi patentovych
sporech etickych a generickych firem (dal$ich vyrobcti).

Otazka polymorfie a solvatomorfie je ve farmacii v posled-
nich nékolika letech velmi aktudlni a zZadny farmaceuticky
producent si ji nedovoli ignorovat. Uvedenym tématem se
zabyva tento referat.

2. Strukturni rozmanitost

Struktura riiznych polymorfii, resp. forem aktivnich sub-
stanci, je ddna predevSim nekovalentnimi interakcemi mezi
jejich molekulami. Krystaly organickych litek, které by byly
drzeny iontovymi nebo kovalentnimi vazbami, se praktic-
ky nevyskytuji. Nekovalentnimi interakcemi v molekuldrnich
krystalech jsou velice Casto vodikové mitstky, ddle van der
Waalsovy vazby, n-m interakce a ziidka i vazby v ,.charge-
-transfer komplexech.

Pro demonstraci riiznych krystalovych forem jedné mole-
kuly (uvazujme pouze rtizné sité vodikovych mustki) si uved-
me ndzorny priklad. Molekula hypotetického nitrilu (nebyl
nalezen v databdzi CSD (cit.’)) obsahuje jeden kyslikovy
a jeden dusikovy donor protonu a jeden kyslikovy a jeden
dusikovy akceptor protonu (obr. 1). Do krystalického stavu se
tento nitril mtize usporddat napt. dvéma zpisoby (obr. 2a, 2b).
Pokud se do sité¢ vodikovych vazeb zapoji navic i molekula
vody, vznikne tfeti forma (obr. 2c). To ov§em neznamend, ze
vSechny tyto formy musi nutné vzniknout a byt stejné stabilni.
Pokud je pro dany systém nejvyhodnéjsi forma hydratu, kry-
stalizace ostatnich miZe byt potlacena.

Rizné krystalické formy urcité molekuly vznikaji ¢asto
krystalizaci z riznych rozpoustédel (polarnich nebo nepoldr-
nich), nékdy zdlezi i na obsahu vody v rozpoustédle a samo-
ziejmé na hodnotdch teploty a tlaku pfi krystalizaci. Pro
prvotni odhad poctu riznych forem, které mize v pevném
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r
X
H

Obr. 1. Molekula hypotetického nitrilu
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stavu vytvorit uréitd molekula, je rozhodujici pocet donort
a akceptorl protonti, které md skelet k dispozici, a déle je-
jich prostorova orientace (pokud uvazujeme pouze krystalické
uspofdddni vodikovymi miustky). Eventudlné pfitomnd mole-
kula vody (nebo jiného solventu obsahujicitho protonové ak-
ceptory nebo donory) se vétsinou do sité vodikovych mustkt
zapoji. Vyjimecné, diky svému vhodnému tvaru a velikosti,
zaplni solvent dutiny vytvorené v siti nekovalentné interagu-
jicich molekul a do interakce se prakticky nezapoji. Pii jeho
ztraté se sit vétSinou neborti, jak je tomu napf. pii ztrété
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Obr. 2. Prvni zpisob usporddani vodikové sité v krystalu nitrilu
(a), druhy zpisob (b), tieti zptisob se zapojenim i molekul vody (c)
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molekuly vody v krystalové struktufe monohydrdtu komplexu
platiny s derivatem kyseliny fosfinoctové®.

Ptikladem molekuly, kterd krystaluje v mnoha formach, je
atorvastatin (obr. 3). Tato latka, poddvand ve formé vdpenaté
soli snizuje obsah cholesterolu v krvi. Molekula atorvastatinu
md k dispozici dva protonové donory (=NH a —OH) a pét
protonovych akceptori (3 atomy kysliku a po jednom atomu
dusiku a fluoru). Pokud navic uvdzime, Ze protonovy donor
miZe byt soucasné i akceptorem protonu od jiného donoru
a piipadnou dcast i molekul vody nebo jiného solventu obsa-
hujictho atomy vodiku v systému H-vazeb, je potencidlni
pocet moznych forem atorvastatinu velmi vysoky. Tento pred-
poklad byl potvrzen i experimentdlné a pocet dosud popsanych
a tuSenych forem atorvastatinu se pohybuje okolo 10. Diivo-
dem tohoto nepfesného ¢isla je utajovani novych forem ator-
vastatinu farmaceutickymi firmami do okamzZiku jejich paten-
tovdni. Nejstabilnéjsi formou atorvastatinu je vSak, trochu
piekvapivé, trihydrat®. Zapojeni molekul vody do sit& vodiko-
vych vazeb tak stabilizuje krystal vice nez samotné protonové
donory a akceptory molekuly atorvastatinu. Jinym piikladem
rtznorodosti moznych forem je molekula cyklosporinu A (CsA
= cyclo(-MeBmt'-Abu’-Sar*-MeLeu*-Val>-MeLeu®-Ala’-D-
-Ala’-MeLeu’-MeLeu!®-MeVal'l)), kterd vykazuje vyznam-
né imunosupresivni Ucinky pfi potlaceni reakce hostitele na
tkdiiové transplantaty a pfi 16¢b& autoimunitnich chorob®. CsA
se vyrabi ve formé dihydrdtu a kromé toho byl popsén jesté
v dal§ich sedmi formédch (monohydrdtu a Sesti rGznych
solvdtech). Solvdty v tomto piipadé vznikaji, jak jiz bylo
zminéno, tak, Ze solvent zaplni dutiny vytvorené v siti nekova-
lentné interagujicich molekul. Estradiol tvofi solvity dokonce
s vice nez 30 rozpoustédly’. Vyrazna tendence k polymorfii
byla pozorovdna rovnéz u steroidnich hormont, sulfonamidd,
barbituratti, namelovych alkaloidd a antibiotik.

Riizné formy jedné aktivni substance se mohou mezi se-
bou transformovat bud piekrystalovanim z jiného rozpou-
Stédla nebo zmeénou teploty, pfip. tlaku. Z terapeutického
hlediska nenf vZdy nejstabilnéjsi pevnd forma aktivni substan-
ce nejvyhodnéjsi, protoZze ma nejpomalejsi rozpoustéci rych-
lost, a tim nejpomalejsi ndstup ucinku. Na druhé strané je
u metastabilnich forem komplikovanéjsi zajistit dostatecné
robustni produkci a reprodukovatelnost Sarzi. Kromé toho,
metastabilni fize Casem prechdzi na stabilni fazi, takze docha-
z{ k polymorfnimu znecisténi a doba pouzitelnosti 1éCiva se
zkracuje.

Obecné lze tici, ze organické molekuly maji znacnou
tendenci krystalovat v riznych formdch, takze polymorfie
a solvatomorfie je ve farmacii béZnym jevem. V databdzi CSD
(cit.3) I1ze sice nalézt zhruba jen 3 % polymorfnich latek®,
ovSem na druhé strané je jasné, Ze u vétSiny zafazenych
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Obr. 3. Atorvastatin ve formé vapenaté soli
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organickych struktur nebyla polymorfie nebo solvatomorfie
viibec studovdna.

3. Predikce forem

Jednou z hlavnich pfi¢in polymorfie je fakt, Ze hyperplo-
cha energie v krystalu obsahuje mnoho rtizné hlubokych mi-
nim ve 12-dimenziondlnim prostoru (6 miizkovych parametrd
a 6 pozic¢nich parametrd molekuly — 3 transla¢ni a 3 rota¢ni,
v prvnim pfibliZeni zanedbdvdme rtizné konformace moleku-
ly a neuvazujeme vice molekul v asymetrické ¢dsti buriky).

Pii polymorfni pfeméné (tzv. fazovy prechod 1. fddu) se
skokové méni objem a entalpie. Ackoliv jsou tyto zmény casto
velmi malé, jsou dnes vyvijeny experimentdlni metody, kte-
rymi Ize studovat termodynamicky pribéh polymorfnich pre-
mén v uzavieném systému. Metoda skanovaci transitiometrie’
spojuje kalorimetrickad a dilatometrickd méfeni a umoziiuje na
zdkladé kontinudlné se ménici teploty nebo tlaku v Sirokém
rozmez{ méfit pribéh objemovych, entalpickych, ale i tlako-
vych zmén, které indukuji v systému fdzové prechody (typické
skanovaci rychlosti jsou: T: 8.107* K.s™, v: 2.107 cm’.s™, p:
2 kPa.s™). Aplikace této metody je vak omezena na jedno-
duché a vybrané dimorfni systémy bez uvazovani vstupu
solventu.

Myslenka predpovédét krystalové struktury vsech forem
jedné aktivni substance teoreticky, ze zdkladnich principt, je
velice ldkavd. Pokud by takovd metodika byla spolehlivd,
usetfila by se prdce jak s fadou krystalizacnich experiment,
tak i s problémy spojenymi s experimentdlnim stanovenim
struktury.

V prvnim kroku je nutné predpovédét prostorovou grupu.
To je pomérné snadny ukol, protoZe organické latky ob-
vykle krystalizuji pouze v nékolika malo grupdch z 230 moz-
nych. Vybér je navic omezen chiralitou molekuly. Vétsina
chirdlnich organickych molekul krystaluje v grupé P 2, nebo
P 2,2,2,. Achirdlni ldtky obvykle krystalizuji v grupach P 2,/c,
P1,P2,2,2,,C2/caP 2, smésienatiomerti v grupach P 2 /c,
P1 a C?2/c. VySe uvedeny predpoklad spliluje priblizné 78 %
latek'® obsazenych v Cambridgeské strukturni databazi. V dru-
hém kroku je nutné predpovédét miiZzkové parametry. Na
zdklade statisticky ovéfeného predpokladu o stabilni velikosti
pakovaciho koeficientu pro jeden nevodikovy atom organické
molekuly (hodnota 19.4) (cit.'") 1ze pom&mé piesné odhad-
nout objem zdkladni buriky. Velikosti miizkovych parametrd
musi byt zvoleny tak, aby tomuto objemu odpovidaly. Ptes-
néjsi predikce hodnot miizkovych parametrl zaloZend na sta-
tistice existujicich struktur'? je bohuzel znaéné nespolehliva.
Ziskaji se pouze urcité intervaly, ve kterych miizkové para-

kem predikce struktury je urceni pozic molekul v elementdrni
burice. Zde se ale u béznych organickych latek narazi na tfi
zdsadni problémy.

Prvni problém se tykd vypoctu silovych interakci, které
drzi krystal pohromadé. Pro predpovéd krystalové struktury
je nutné mit k dispozici presny popis vSech silovych piisoben{
mezi molekulami v krystalu a zejména popis energetickych
zmén, ke kterym pfi t€chto interakcich dochdzi. Optimadlni by
byl popis kvantové-mechanickymi metodami na drovni ab
initio. Cim slabsi interakce chceme popsat, tim presnéjsi musi
byt vypocet, a tim vice efektti do ného musime nutné zahrnout
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(napf. korelaéni energie'®). Kvantové-mechanicky vypocet
slabych interakcfi je diky tomu mnohem naro¢néjsi nez bézné
provadeéné vypocty. Vypocetni ndro¢nost roste exponencidlné
s po¢tem elektronti zahrnutych do zpracovani. Pii nasazeni té
nejvykonnéjsi techniky 1ze v soucasné dobé rutinné fesit slabé
interakce v systémech o nékolika desitkdch atomu. Pro potie-
by predikce je ale nutné tento vypocet opakovat pro riiznd
usporddani celého komplexu molekul, ¢imz se vypocetni nd-
ro¢nost nednosné zvySuje. Algoritmy pro pifimé vyhledan{
lokédlnich minim, pfipadné globalniho minima energetické
hyperplochy jsou ve stadiu vyzkumu a uspokojivé feSeni
dosud nenf k dispozici. Problém se dd ¢dstecné fesit pouzitim
empirickych potencidlii, zaloZenych na zna¢né aproximaci
popisu silovych ptisobeni. Pfikladem je napf. klasickd Lennar-
dova-Jonesova funkce 6-12 (atraktivni ¢len obsahuje Sestou
arepulzni ¢len dvandctou mocninu vzddlenosti) pro popis van
der Waalsovych interakci. Tvarovy pribéh funkcei téchto po-
tencidll je vétsinou odvozen z tvah podloZenych kvantoveé-
-mechanickymi vypocty. Empirické koeficienty urcujici vlast-
nosti ur¢itého atomu jsou odvozené z experimentu, zejména
ze strukturnich dat jiz vyfeSenych krystalovych struktur. Popis
interakci pomoci empirickych potencidlovych funkci funguje
spolehlivé vétSinou pouze pro molekuly charakterem blizké
tém, které byly pouZzity pro kalibraci empirickych konstant
daného potencidlu.

Druhym zdsadnim problémem, spojenym s predpoveédi
krystalové struktury je identifikace spravného feSeni. Pred-
povéd krystalové struktury probihd vétSinou podle ndsledu-
jictho schématu: Pfi vypoCtu je generovdna fada moznych
elementdrnich bun¢k v rozumném rozmezi miizkovych para-
metrl, pro zvolené prostorové grupy je do takové buiiky
umistovdna molekula a je provedena minimalizace energif
vazebnych interakci. Cely postup se zkousi pro velké mnozstvi
jak zdkladnich bunék, tak vychozich pozic molekuly. V pii-
padé flexibilni molekuly mize byt dal§im parametrem, ktery
je nutné ménit, napi. torzni thel této molekuly. Vysledkem
celého vypoctu je pak fada potencidlnich fesent, jejichz kvali-
ta se dd ohodnotit velikosti energie intermolekuldrnich sil
a v pripadé flexibilni molekuly i potencidlni energii vysledné
konformace molekuly. Problém je v tom, Ze funkce pro hod-
noceni spravného vysledku ma vétSinou velice plochy pribéh;
rozdily v energiich jednotlivych feSeni jsou vétSinou mensi
nez 6 kJ.mol™!. Navic se do jejiho prib&hu promitaji chyby
zplsobené pouzitim empirickych potencidlii nebo kvantove-
-mechanickych vypoctl na nedostate¢né tirovni presnosti.

Treti problém je asi viibec nejhiife teoreticky fesitelny. To,
jakd forma ve skute¢nosti pii krystalizaci vznikne, nenf dano
pouze termodynamikou, ale i kinetikou krystaliza¢niho proce-
su. Pro opravdu pfesnou predikci vzniku urcité formy by bylo
nutné modelovat i kinetické aspekty jejiho vzniku, modelovat
nuklea¢ni procesy pfi krystalizacni teploté a teprve aZ na
zdkladé téchto informaci identifikovat, zda dand faze opravdu
vykrystalizuje.

Soucasny stav v oblasti moznosti predikce krystalovych
struktur ukazuje slepy test, ktery byl zorganizovédn v roce 1999
v rdmci workshopu v Cambridgeském krystalografickém da-
tovém centru (CCDC) (cit.'*). Organizace pokusu byla ndsle-
dujici: 11 riznych pracovist dostalo informace o konektivité
Ctyt rtznych sloucenin, jejichZz krystalové modifikace byly
zndmé, ale dosud nepublikované. VSechny slouceniny byly
pomérné malé rigidni molekuly. Soucdsti zaddni byla infor-
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Obr. 4. Vypocteny RTG-praskovy difraktogram (a) z vyresené
molekulové (c) a krystalové (d) struktury ndmelového alkaloidu
dihydro-a-ergokryptinu mesyldtu monohydratu nitromethan sol-
vatu; experimentilni RTG-praskovy difraktogram téze litky (b)

mace, ze ldtka krystaluje v nékteré z béZnych prostorovych
grup a ze vSechny modifikace obsahuji pouze jednu molekulu
v asymetrické &asti buiiky. Ukolem bylo navrhnout pro kazdou
latku maximadlné tii krystalové struktury a sefadit je podle
pravdépodobnosti existence. Z celkového poctu 105 pred-
povédi (nékteré postupy nebyly pro dany typ litky vhod-
né) odpovidalo pouze 7 predpovédi skutecnym strukturdm.
Z téchto 7 predpovédi bylo jen 5 oznaceno jako nejvice prav-
dépodobné. To znamena, Ze predikce struktury méla tispésnost
4.8 %. Pozitivni je, ze pro kazdou latku se podaftilo ziskat
alespon jednim postupem spravnou predpovéd. To, Ze do-
sud neexistuje univerzalni postup predikce, se projevilo také
v tom, Ze spravny vysledek byl pro kazdou latku ziskdn jinou
pracovni skupinou s pouzitim zcela jiného programového
vybaveni. Za zminku stoji také informace, ze sprdvnou pre-
dikci krystalové modifikace té nejjednodusi molekuly (propa-
nu), se podafilo zjistit pouze s pomoci kvantové-mechanic-
kych vypocti na drovni ab initio.

VEtsi Sanci na ispéch, jak predpovédet krystalovou formu,
maji techniky zaloZené na alespoti ¢dste¢né znalosti urcitych
experimentdlnich strukturnich dat dané latky. PouZziti téchto
informaci ziskanych z RTG praskového difraktogramu (sou-
boru thlovych poloh a relativnich intenzit difrakci zméfenych
na praskovém materidlu) omezuje pocet moznych feseni zcela
zdsadné.

4. RTG difrakéni metody rozliSeni

V ptedchozi kapitole bylo rozebrano, pro¢ predikéni teo-

333

Referaty

metodou k rozliSeni polymorfnich a solvatomorfnich fazi sta-
le zustdvd experimentdlni metodika RTG difrak¢ni analyzy.
V nékterych ptipadech poskytne rozlisujici informaci i optic-
kd mikroskopie, piip. termomikroskopie, pokud studované
formy krystaluji v charakteristickych a vyrazné odlisnych
krystalovych tvarech. Dalsimi, doplitkovymi metodami, jsou
NMR v pevné fizi, IC spektroskopie a studium tepelného
rozkladu.

Urcitou formu krystalické aktivni substance lze jedno-
znacné charakterizovat RTG strukturni analyzou provedenou
na monokrystalu. Tim se ur¢i nejenom pozice vsech piitom-
nych atom, vcetné pfipadného solventu v elementdrni buiice,
ale i presnd stechiometrie substance, a to i v piipadé¢ parcidln{
solvatace (hodnoty obsazovacich faktori atomd molekuly sol-
ventu se koreluji s nejnizs$i hodnotou R-faktoru, tj. rozdil mezi
experimentdlné nalezenym a vypoctenym modelem struk-
tury). Z vyresené monokrystalové struktury 1ze vypocist teo-
reticky RTG praskovy difraktogram a porovnat jej s experi-
mentdlnim difraktogramem vyrobni Sarze. V piipadé shody
ma farmaceuticky vyrobce k dispozici jednozna¢nou identifi-
kaci krystalické formy aktivni substance, kterou produkuje,
a navic kontrolu reprodukovatelnosti $arzi (obr. 4). Casto je
vSak problém piislusny monokrystal vypéstovat. Pak pfichdzi
nafadu ostatni analytické metody, ovsem je nutné konstatovat,
Ze v nékterych pripadech je jimi velice obtizné, nékdy i ne-
mozné, jednotlivé formy rozlisit, napf. u tzv. konformacni
polymorfie”.

Nejfrekventovanéjsi analytickou technikou je RTG pras-
kova analyza provedend na polykrystalickém materidlu. Je
ovSem nutné si uvédomit, ze samotny difraktogram nenf z4-
rukou charakterizace jedné faze. MuZe se jednat o polykrysta-
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lickou smés, kde vysledny difraktogram je superpozici difrak-
togrami Cistych slozek. Pro jednozna¢nou charakterizaci ur-
Cité faze je nutné provést néktery z ddle popsanych kroki.

Nejjednodussim zpisobem, jak prokdzat existenci pouze
jedné faze, je indexace RTG prdskovych dat, tj. pfifazeni
difrak¢nich indexG vSem pozorovanym liniim na difrakto-
gramu a ndsledny vypocet miizkovych parametrd. Pro indexa-
ci byla vyvinuta fada matematickych postupl; bézné pouzi-
vanymi indexaénimi programy jsou napf. TREOR90 (cit."),
ITO13 (cit.'®) nebo DICVOL91 (cit.”). Problémem indexace
nékdy miize byt nejednoznacnost vysledku. Divodem je ztrita
nékterych informaci danych geometrii RTG-prdskového ex-
perimentu v kombinaci s velkym po¢tem parametrt, které
potfebujeme urcit (az 6 mfizkovych parametrti u triklinické
buriky).

Vysledky ziskané indexaci praskového difraktogramu ma-
zeme ddle potvrdit stanovenim kompletni krystalové struktury
z praskovych dat. Timto zptisobem se dafi vyfesit krystalovou
strukturu vétiinou pouze v omezeném mnoZstvi piipadi. San-
ce na uspéch je podminéna malou flexibilitou molekuly uspo-
faddvajici se do krystalové struktury a pokud mozno vyskytem
pouze jedné molekuly v asymetrické ¢dsti bunky. Nové pri-
stupy, jako napf. pouziti genetickych algoritma'® pro pro-
hleddvani prostoru feseni nebo zahrnuti intermolekuldrnich
interakei'® do vypoctu, ddvaji feSeni struktur z praskovych dat
urcité Sance do budoucnosti.

Mezi pevné formy aktivnich substanci jsou zahrnovany
také amorfni a semikrystalické fdze. Jejich difraktogramy
obsahuji bud §irokd difrak¢éni maxima nebo jen nékolik vyvi-
nutéjsich difrakénich piki, Casto superponovanych na zvysené
pozadi. Predikce nebo modelovanf struktury je zde obtiZné&jsi
ajesté méné jistéjsinez u krystalickych fazi. Nicméné i v téch-
to piipadech nalézame urcitou reprodukovatelnost difrakto-
gramu, i kdyZ podstatné hor$i neZ u dobie krystalickych forem.
To proto, Ze hranice mezi fazi krystalickou a amorfni je
neostrd, a to umoziluje vznik fady prechodnych — semikrysta-
lickych fazi.

5. Patentovani

Nové vyvinuté latky si etické firmy obvykle chrani pomoci{
patentd. V zdvislosti na teritoriu je novd aktivni substance
chranéna po urcitou dobu prakticky nezpochybnitelnou tzv.
latkovou ochranou. Spolu s tim je obvykle chranén i zptisob
vyroby, ktery vsak jiz tak neotfesitelny neni a ve vétSiné
pripadl jej lze obejit, zjednodusit nebo nalézt vyhodnéjsi
meziprodukty. Tak Ize pro jednu aktivni substanci posléze
nalézt celou fadu patentti, obvykle pochdzejicich jiz od gene-
rickych vyrobcti a popisujicich nové zpisoby vyroby.

V posledni dobé je nové vyuzivdn patentovy trik, ktery
spociva v dodatecném objeveni nové krystalové formy a jejim
patentovém chrdnéni. Vzhledem k tomu, Ze u 1éCiv je pro
urcitou lékovou formu nékdy vyhodnéjsi rychle rozpustnd
krystalovd forma a jindy naopak méné rozpustnd, nékdy pfi-
naseji vyhodu vétsi a stdlejsi krystaly, jindy je naopak biodo-
stupnost lepsi u mikrokrystalickych nebo amorfnich fazi. Pro-
toZe jednotlivé formy se lis{ stdlosti nebo obsahem zbytkovych
rozpoustédel, je prakticky téméf vZdy mozno nalézt alespon
jakousi virtudlni vyhodu nové krystalové formy, kterd paten-
tovani umozni. Tim vznikd prostor pro syntézu dosud nepo-
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psanych a patentové nechranénych forem aktivnich substanc{
a jejich farmaceutickou formulaci generickymi firmami. Kli-
¢ovym duasledkem tohoto postupu je moznost prodlouZeni
patentové ochrany napf. i u latek, u nichz jiz pominula latkovd
ochrana, a staly se tak generickymi substancemi. Typickym
prikladem tohoto postupu je napt. ochrana krystalovych forem
paclitaxelu (Taxolu®) (cit.?>?).

Vzhledem k tomu, Ze pro patentovani krystalovych forem
aktivnich substanci nejsou stanovena prakticky Zadnd pravid-
la, hlavni pohnutky pro jejich patentovdni nejsou obvykle
odborné, ale ryze ekonomické. Napf. trh potencidlnich uZziva-
teltl skupiny statint, pfevedeny na celkovou cenu, je odhado-
van na celém svété asi na 6 miliard USD, a proto se fada
farmaceutickych producentti snazi ziskat co nejvétsi podil. Ja-
ko jednoznac¢nd charakteristika krystalové formy byvaji v pa-
tentech zpravidla uvddéna RTG praskova data. Spornost cha-
rakterizace faze pouze timto zpisobem, bez doplnujicich tida-
ji, bylarozebrdna v kapitole 4. Kromé toho, Ze neoindexovany
praskovy difraktogram neni zdrukou existence pouze jedné
faze ve vzorku, nenf timto zptisobem mozné ani rozlisit izo-
strukturni fady solviti. Tyto nejasnosti pak mohou byt zdkla-
dem vleklych pravnich sporti, kdy pravnici ptivodcii vyuZzivaji
nejednoznacnosti patentové charakterizace pro to, aby do pat-
entti zahrnuli i jakdkoliv moznd sloZeni krystalti, kterd by snad
v budoucnu bylo mozné ocekavat.

6. Zavér

Existence polymorfie a solvatomorfie aktivnich substanc{
je problémem, ale i vychodiskem soucasného farmaceutic-
kého primyslu. Problémem ve smyslu nestejnych fyzikdlnich
a biologickych vlastnosti jednotlivych polymorfa a solvato-
morfl a nadéjnym vychodiskem ve smyslu Sance pro gene-
rické vyrobce, jak obejit patenty etickych firem. Jednozna¢nd
predpovéd poctu riznych pevnych forem urcité aktivni mo-
lekuly dosud neexistuje, ackoliv jsou velmi intenzivné vyvi-
jeny rtzné teoretické postupy kombinované s experimentél-
nimi daty. Stdle jsou proto zdokonalovdny analytické me-
tody rozliSeni a stanoveni polymorfd a solvatomorfd, z nichz
nejdilezitéjsi jsou RTG difrakéni analyzy (monokrystalova
a praskovd) a dile NMR v pevné fizi, IC spektroskopie a stu-
dium tepelného rozkladu.

Tato prdce byla podporena Ministerstvem Skolstvi, mldde-
Ze a télovychovy (vyzkumny zamér ¢. CEZ: MSM 223100002).
Autori vyjadruji dik Ing. H. Petrickové za poskytnuti obrdzku
¢ 4.
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B. Kratochvil®, M. Hudk?, and A. Jegorov® (“Depart-
ment of Solid State Chemistry, Institute of Chemical Technolo-
gy, Prague, YIVAX CR, Research Unit, Ceské Budéjovice):
Polymorphism and Solvatomorphism of Solid Substances
in Pharmacy

The ability of a particular substance to exist in several
different crystal forms (unsolvated or solvated) is called poly-
morphism or solvatomorphism. These phenomena are fre-
quently observed in solid pharmaceuticals. Polymorphs and
solvatomorphs of a compoud differ in their physical and
biological properties (crystal shape, hardness, melting point,
solubility, pharmacokinetics, bioavailability, etc.). This in-
fluences commercial drug formulations and their therapeutical
effect. The exact theoretical prediction of all polymorphs and
solvatomorphs is not yet possible. The most frequently used
analytical method of detection and characterization of poly-
morphic and solvatomorphic forms is X-ray diffraction (sin-
gle-crystal structure analysis and collection of powder pat-
terns). Producers of original pharmaceuticals endeavour to
patent all crystal forms of the developed active substance,
while generic producers search for new polymorphs (solvato-
morphs) or technologies. Clearly this can cause lawsuits.
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1. Uvod

Intenzivni rozvoj primyslové vyroby, dopravy i sluzeb
spolu s rozsdhlou chemizaci fady oblasti zemédélské vyroby,
ke kterym dos$lo zejména ve druhé poloviné minulého stoleti,
byl bohuzel doprovazen i nékterymi negativnimi aspekty.
spektra chemickych Skodlivin prakticky do vSech slozek Zi-
votniho prostiedi véetné potravniho fetézce ¢lovéka. Potieba
ziskat podklady pro proces identifikace a charakterizace (eko)-
toxikologickych rizik; nutnost pribézného sledovani dopadi
prijatych preventivnich ¢i ndpravnych opatieni i vzrastajici
rozsah legislativnich pozadavki na kontrolu dodrzovani no-
rem v oblasti chemické bezpecnosti se zdkonit¢ promitly
v intenzifikaci vyzkumu zaméfeného na vyvoj progresivnich
spektralnich, chromatografickych a dalSich analytickych me-
tod ur¢enych pro sledovani rezidui anorganickych i organic-
kych kontaminanti v riiznych typech environmentdlnich mat-
ric a pozivatin. Pozoruhodné pokroky dosazené v oblasti
stopové analyzy uzce souvisely s expanzivnim zavadénim
pocitaci fizené instrumentace vyuzivajici v Siroké mife prvki
automatizace a robotizace.

Ustav chemie a analyzy potravin VSCHT se problemati-
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kou sledovéni chemickych skodlivin v prostiedi ¢lovéka (ve-
dle xenobiotik jde v fadé piipadti i o toxiny p¥irodniho ptivodu)
zabyvd jiz vice nez tfi desitky let. V soucasné dobé se praco-
visté podili na nékolika tuzemskych i mezindrodnich projek-
tech zamérfenych na zavddéni, optimalizaci a validaci (ul-
tra)stopovych chromatografickych metod pro analyzy téka-
vych organickych kontaminantd.

Cilem déle uvedeného pojedndni je s vyuZitim nejnovéj-
Sich poznatkti a praktickych zkuSenosti ziskanych pii vySe-
tfovani vzorkl pozivatin a environmentdlnich biotickych mat-
ric ilustrovat stavajici trendy v oblasti rezidudlni analyzy se
zvlastnim dirazem na aplikaci perspektivnich instrumentél-
nich technik. Pozornost je zaméfena pfedevSim na kritické
aspekty termindlniho analytického kroku (identifikace a kvan-
tifikace analyti), které je nutné zohlednit pfi zajiSténi kvality
generovanych dat. Metody izolace rezidui a purifikace primar-
nich extraktti (oddé€leni cilovych analytd od ko-izolovanych
slozek vychozi matrice) byly pfedmétem predchozi publikace
v tomto &asopise'. Je tieba zdiraznit, Ze tato préce si neklade
za cil pfinést souhrnny pfehled pouzivanych progresivnich
technik a stavajicich trendl v oblasti rezidudlni analyzy, refe-
rovany jsou zde pdvodni prace autorského pracovisté, ve
kterych lze nalézt souvisejici odkazy.

2. Multireziduilni metody, zakladni poZadavky
na pracovni charakteristiky

Pozadavky na zvySeni laboratornich kapacit pfi soucasné
minimalizaci ndkladt fesi mnohé kontrolni laboratofe postup-
nym zavddénim tzv. multirezidudlnich metod, které umoziuji
v riiznych matricich v ramci jediné analyzy” stanovit velky
pocet analyti vyznacujicich se nékdy i pomérné Sirokym
spektrem fyzikdlné-chemickych vlastnosti. V tabulce I je uve-
den vycet nejvyznamnéjsich kritérii® jak z oblasti provoznich
pozadavkd, tak i pokud jde o pracovni charakteristiky, z je-
jichz specitikace se pfi volbé vhodného analytického postupu
vychdzi.

Je samoziejmé, Ze v redlnych podminkdch je nutné hledat
optimdlni kompromis vychdzejici ze zhodnoceni konkrétniho
cile uvazovaného analytického vysetfeni a podminek dostup-
nych pro jeho realizaci. Piiklady konkrétnich poiadavkl"fF6 na
zdkladni pracovni charakteristiky metod aplikovanych v ob-
lasti stopové analyzy pro legislativni icely jsou shrnuty v ta-
bulce II.

3. Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie pfedstavuje bezesporu jednu z nej-
vyznamnéjsich technik vyuzivanych v analyze rezidui orga-
nickych kontaminant’. Moznost zlep$eni pracovnich charak-
teristik multirezidualnich metod v nasich studiich hleddme jak
naudrovni vhodného vybéru néstfikové techniky, tak i prostied-
nictvim optimalizace vlastnitho chromatografického procesu
a v neposledni fadé volbou vhodnych podminek detekce.
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Tabulka I
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Kritéria zohlednovand pii vybéru analytického postupu v rezidudlni analyze

Parametry podminujici kvalitu vysledkt

Aspekty vztahujici se k ekonomickym parametrim

Limit detekce, limit kvantifikace
Presnost: spravnost a shodnost®
Citlivost

Selektivita a specificita
Dynamicky a linearni rozsah
Robustnost

Naklady na zafizeni, chemikdlie a pomtcky, cena lidské prace

Délka analyzy, prisaznost vzorki

Naklady na zajisténi kontroly jakosti véetné externi (mezilaboratorni porovndni)
PoZzadavky na prostor a energie, cena udrzby

Naklady na bezpecnostni opatfeni

Pracnost, resp. snadnost provedeni, moznosti automatizace, piip. robotizace

4 Uvedend terminologie (pfeklad anglické definice accuracy = trueness + precision) vychdzi z normy CSN ISO 3534-1)

Tabulka IT
Pozadavky na hodnoty vytéznosti analytickych metod vyuzi-
vanych pfi stanoveni rezidui pesticidii (¢ — koncentra¢ni hladi-
ny analyt, RSD — opakovatelnost jako relativni smérodatnd
odchylka)

c RSD Vytéznost [%]
[ug.kg™] [%] metody pro jeden multirezidudlni
¢i skupinu metody
pfibuznych analytl
<1 35 50-120 40-120
1-10 30 70-110 50-120
>10 <20 80-110 60-110

3.1. Matri¢ni efekty v GC

Extrakty komplexnich matric, jako jsou potraviny a riizné
biotické vzorky rostlinného ¢i Zivocisného ptvodu, bézné
obsahuji vedle cilovych analyti i fadu tékavych a netékavych
komponent (lipidy a doprovodné ldtky, pfirozené pigmenty,
pryskyfice apod.), z nichZ nékteré neni mozné pomoci bézné
pouzivanych Cisticich krokt zcela odstranit. Dlouhodobé vna-
Seni, resp. opakovany nastrik téchto koextrakti do chromato-
grafického systému pak postupné vede ke zhorSovani procesu
separace, identifikace i kvantifikace analytd. Negativni vliv na
kvalitu vysledka se projevuje mimo jiné poklesem jejich pies-
nosti, zvySovdnim hodnot detek¢nich limitd. Vristd i riziko
fale$né negativnich i fale$né pozitivnich ndlezi.

3.1.1. Matricni efekty v GC injektoru

Zavaznym problémem pifi kvantifikaci nékterych konta-
minanti (pfedev§im téch, které obsahuji ve své molekule
polérni skupiny), je jejich potencidlni termodegradace, ptipad-
né adsorpce, ke kterym muZe dochdzet v nastiikovém prostoru
,horkych® (izotermnich) vyparovacich injektort. Tato rizika
jsou zvlasté vyznamnd v piipadé ndstiiku bez déleni toku
nosného plynu (tzv. ,splitless®), ktery mize trvat i desitky
sekund. K uvedenym jevim dochdzi zejména na aktivnich
centrech reprezentovanych silanolovymi skupinami, pfip. sto-
pami tézkych kovu, jez jsou téméf vZdy pfitomny ve sténdch
sklenéné ndstfikové vlozky (lineru).
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Obr. 1. Matricni efekt pri stanoveni nitro-PAU technikou GC-MS-
-ECNI, m/z 173; MS — matri¢ni standard, S — standard v ¢istém
rozpoustédle (ndstfik 1 pg analytu — nitronaftalenu, nNap)

Pii analyze redlnych vzorkd, tj. extrakti obsahujicich ved-
le analytt téZ slozky vychozi matrice, mohou tyto komponenty
interagovat se zminénymi aktivnimi centry a v zdvislosti na
vzdjemnych koncentracnich pomérech je Cdstecné Ci zcela
zamaskovat. Vysledkem je pak ochrana citlivych analyti pied
degradaci ¢i adsorpci po dobu jejich setrvani v prostoru injek-
toru®. Oproti ndstiiku analytu (standardu) v Gistém rozpou-
Stédle tak v pfitomnosti matrice dochdzi ke vneseni vétSitho
mnozstvi daného analytu na chromatografickou kolonu, coz
se pochopitelné projevi vy$sim signdlem detektoru (v anglic-
tin€ se tento typ matri¢nich efektii oznacuje jako matrix-indu-
ced response enhancement).

Chromatograficky zdznam ziskany v rdmci vyvoje meto-
dy pro stanoveni nitro-derivatd polycyklickych aromatickych
uhlovodikli (PAU) uvedeny na obrdzku 1 ndzorné ilustruje
popsany jev (pii stanoveni matetfskych PAU se s timto typem
matri¢nich efektd nesetkdme, neboft interakce téchto nepolar-
nich molekul s aktivnimi centry neni vyznamna)®. Z praktic-
kého hlediska tak pri kvantifikaci zaloZzené na externi kalibraci
standardem v Cistém rozpoustédle mtize dojit k Casto velmi
vyznamnému nadhodnoceni vysledkt (zdanlivé hodnoty vy-
téZnosti, zejména v piipadé velmi nizkych hladin analytd
nékdy dosahuji i 1000 %). Nazorné jsou jevy, ke kterym
dochdzi v injektorové vloZce, zobrazeny na obrdzku 2. Obecné
je velikost matri¢nich efektd tohoto typu koncentracné zavisla
a v pfipadé relativné vysokych koncentraci analytu se nadhod-
noceni ndlezl analytl zietelné neprojevi. V redlnych podmin-
kdch vsak pocet aktivnich mist neni konstantni. V pribéhu
analyz mtze dochdzet k jejich ndrtstu v disledku tepelného
namdhdni ndstfikové vlozky, resp. depoziti zde piitomnych,
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standard analytu
v ¢istém rozpoustédle

,.,matri¢ni standard*:
extrakt nekontaminované
matrice se zndimym
piidavkem analytu

° °
o o0 v S0 VvV
N oo ®voevy
vee e

b _ _v _
5 9 vV
(4 O
o o] V
o d
v
5 Y
oo ® o ® ©
° ° ®
. °°

Obr. 2. Ilustrace podstaty injektorovych matri¢nich efekti pii GC
analyze vyuZzivajici nastrikové techniky ,,splitless; A — pocet
molekul analytu v nastitknutém vzorku, X, Y — pocet ,,volnych*
aktivnich center v ndstfikovém prostoru pro sorpci analytu, ® mole-
kuly analytu nastfiknuté do injektoru a podil vneseny na kolonu;
O molekuly analytu sorbované na sténé ndsttikové vlozky, ¥ mo-
lekuly matrice natfiknuté do injektoru a podil vneseny na kolonu,
/ molekuly matrice adsorbované na sténé nastiikové vlozky, (A-X) <
(A-Y)

soucasn¢ vSak muze probihat i jejich deaktivace. Hodnota
matri¢nich efektl je tedy v ¢ase proménnd, v rdmci validace
metody je nezbytné piislusné trendy dlouhodobé sledovat.

V uvedeném kontextu se jisté jako velmi aktudlni jevi
otdzka moznosti kompenzace, pfipadné eliminace matri¢nich
efektd. Teoreticky se zdd byt nejjednodussi moznosti pouZiti
inertnich materidld, jejichZ povrchy jsou prosté aktivnich cen-
ter, nicméné zadné z bézné dostupnych komponent tento
pozadavek zcela nespliiuji. Pro redlné podminky se sice nabiz{
nékolik feseni, zadné z nich vSak neni zcela idedln{ a vyhovu-
jict potftebam multirezidudlnich metod. Atraktivni, i kdyZ ek-
onomicky zna¢né ndro¢nou variantou, je bezesporu vyuZit
izotopy znacenych analogti; tyto vSak nejsou pro fadu kon-
taminantl (napi. moderni pesticidy) k dispozici. Z hlediska
dosazeni spravnych vysledkd je korektnéjsim fesenim kalib-
race pomoci matri¢nich standardd. Jejich pifiprava, zejména
pfi pozadavku na vySetfovani Sirokého spektra kombinaci
matrice—analyt, pfedstavuje znacnou casovou i kapacitni za-
téZ; navic ne vzdy je k dispozici matrice prosta stop cilovych
analyti.
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3.1.2. Optimalizace ndstrikové techniky v GC

Jak vyplynulo z pfedchozich dvah, déje probihajici v pra-
béhu ,,splitless ndstifikové periody mohou zdsadnim zpiso-
bem ovlivnit piesnost vysledki i hodnoty dosazitelnych de-
tek¢nich limitd. Z uvedenych divodi jsme sérii studif zaméfili
na ziskani podkladii pro kritické zhodnoceni aplika¢niho po-
tencidlu riznych typt ndstfikovych technik v oblasti rezidudl-
ni analyzy pesticidi. Jednim z cilii bylo posoudit moZnost
realizace kalibrace pouze pomoci standardi v ¢istém rozpou-
Stédle, a odstranit tak (ndro¢nou) pfipravu matri¢nich stan-
dardd.

V prvé sadé experimenti jsme dosdhli ¢aste¢né, nékdy az
Uplné eliminace matri¢nich efektd pomoci elektronicky fize-
ného tlakového pulzu aplikovaného v pribéhu ndstiikové
periodym. S ptihlédnutim k charakteru vzorku i typu instru-
mentu, resp. geometrii injektoru, je nutné nalézt jak horni
hranici tlaku v nastfikovém prostoru, tak i délku jeho trvani
tak, aby nedochdzelo ke ztraté tékavéjsich analytd. Zvyraznéni
kompenzacniho efektu pulzniho néstiiku lze docilit zvySenim
objemu nastfikovaného vzorku (za béznych podminek az na
cca 5 ul); v takovém piipadé€ je vSak nutné zabranit deformaci
pikt a posunu jejich reten¢nich ¢asi predrazenim kratsi deak-
tivované kapildry pred vlastni analytickou kolonu (tzv. reten-
tion gap).

V navazujicich experimentech jsme vyuZili injektor s pro-
gramovatelnou teplotou vyparovani (programmable tempera-
ture vaporizer, PTV), ktery obecné umoziluje podstatné Setr-
néjsi ndstiik labilnich analytd ¢i analytd ndchylnych k sorpci
na aktivnich mistech nasttikové vlozky. Vzorek je totiz zave-
den do injektoru udrzovaného v blizkosti nebo pod bodem
varu piislusného rozpoustédla. Po odstranéni par rozpoustédla
je zajistén transfer analytd na separaéni kolonu bleskovym
vyhidtim injektorového prostoru. Na koloné udrzované pii
vhodné nizké teploté dojde k refokusaci zony analytd. Pro
analyzy extraktd s obsahem reziduf pesticidii byla optimalizo-
vana'! nastiikovd technika ,,solvent-vent, umoznujici postup-
ny nastfik az 30 pl vzorku. Diky této skutecnosti, tj. moznosti
zavedeni velkého objemu vzorku do injektorového prostoru,
neni nutné zahustovéani vzorku pfed GC analyzou, pficemz
vypusténi odpafovaciho kroku ma za ndsledek zkrdceni pii-
pravné faze pri soucasné eliminaci rizika ztrat té€kavych ana-
lytd. Pii porovnani s ostatnimi technikami, néstfik pomoci
PTV v nejvétsi mife kompenzoval matri¢ni efekty a zdroven
poskytoval nejlepsi ochranu vstupni c¢dsti separacni kolony
pied depozici netékavych matri¢nich komponent'%. Pomoci
PTV jsme pri zachovani pozadované kvality dat realizovali
vice nez 135 ndstiikd matri¢nich vzorkd, zatimco pfi pulznim
,»splitless ndstiiku polovi¢niho ekvivalentu pivodni matrice
nebylo mozné jiz po cca 85 analyzdch nékteré poldrni analyty
kvantifikovat.

3.2. Rychld GC

Rychld plynovd chromatografie, které jsme v rdmci naSich
studif vénovali fadu experimenti, reprezentuje bezesporu je-
den z progresivnich trendd v oblasti rezidudlni analyzy. Pojem
rychld chromatografie je ovSem ponékud obtiZzné exaktné
vymezit, nicméné obecné lze takto klasifikovat separace slo-

zitych smési realizované béhem nékolika minut (Sitky pi-
ku v polovicce vysky se pak pohybuji v rozmezi nékolika
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sekund), popsany byly i analyzy, jejichz délka se pohybovala
na urovni sekund (tzv. ultrarychld chromatografie).

Aktudlnost potfeby zavedeni rychlé plynové chromatogra-
fie do oblasti analyzy komplexnich smési organickych téka-
vych kontaminant vyplyva téz ze skutecnosti, Ze klasické
separace slozek extraktd typicky realizované na kapildrnich
kolondch o délce 25 az 60 m, s vnitinim pramérem 0,15-0,32,
prip. 0,53 mm trvaji Casto desitky minut, nezfidka piesahuji
i jednu hodinu. Pfi vybéru strategie vyrazného zkraceni doby
analyzy jsme vychdzeli z nasledujicich moznosti: varianta A.
— zménéné ¢i netradi¢ni parametry separacni kolony 7) men-
i vnitini primér (tzv.,,micro bore“ kolony), ii) kratsi dél-
ka, ii7) tenci film staciondrni faze, iv) multikapildrni kolony,
v) Sroubovité stocené kolony; v tvahu byla vzata téZ varian-
ta B. — duprava operacnich podminek pfi separaci, konkrétné
i) pouziti rychlého teplotniho programovdndi, ii) prace pti kon-
stantni teploté (izotermni analyza), iii) pouziti vodiku jako
nosného plynu, iv) zvySeni pratoku nosného plynu na hodnoty
vys$§i nez optimdlni, v) provozovani kolony za snizeného tlaku
(jeji vystup je zaveden do ,,vakua“).

Je ovSem nutné pfipomenout, Ze volba experimentdlnich
podminek zahrnuje nevyhnutelné fadu kompromist. Vedle
dosazeni vyrazného zrychleni stanoveni je nutné zohlednit
pozadavky na dostate¢nou kapacitu chromatografické kolony,
kterd, mimo jiné, podminuje citlivost i hodnotu detekéniho
limitu; v neposledni fad€ je nutné zachovat dostate¢nou sepa-
ra¢ni tcinnost. Ta totiZ zdsadnim zptisobem podmifiuje neje-
nom spravnost (pfesnost i shodnost) vysledkt analyz, ale
promitd se téZ v hodnotdch dosazitelnych mezi detekce (uplat-
nuje se vliv ,,chemického* Sumu).

Z praktického pohledu ov§em nejsou vSechny uvedené va-
rianty plné kompatibilni s poZadavky stopové analyzy a v né-
kterych ptipadech je nelze realizovat pomoci konvencnich GC
systémd. S pfihlédnutim k omezenému rozsahu této prace je
dalsi diskuse zaméfena jen na nejvyznamnéjsi aspekty.

Ve vétsing piipadd je rychld GC realizovdna na kratkych
kolondch, jejichz délka nepfesahuje 10 m; v pfipadé€ ultra-
rychlé separace se dokonce pracuje s kolonami s délkou max.
1 m. Zkrdceni délky kolony vede zdkonité k poklesu hodnoty
rozliSeni a vznikd riziko koeluci analytt. Pouziti hmotnostné-
-spektrometrického detektoru (MSD) predstavuje ve vétSiné
piipadd vhodné, ne vSak univerzélni feseni. Oproti konvenc-
nim, v oblasti analyzy kontaminantti hojné vyuzZivanym detek-
torim (L-ECD, NPD ¢i FPD) s vysokou rychlosti akvizice dat,
se pfi pouziti MSD s kvadrupolovym analyzdtorem ¢i ionto-
vou pasti mizZe stdt limitujicim faktorem dosazitelnd skanova-
cirychlost (tato se u uvedenych béznych typtt MSD pohybuje
v rozmezi 10-20 spekter.s ') Potencidl techniky selektivni
akvizice spektralnich dat, tzv. monitorizace vybranych ionto-
vych druhti (selected ion monitoring, SIM), umoziiujici u kva-
drupolovych MSD vyznamné snizeni detekénich limitd, nelze
za podminek rychlé chromatografie pln¢ vyuzit.

Dosud v praxi nejcastéji pouzivand varianta rychlé plyno-
vé chromatografie realizovand pomoci kolon s malym vnitinim
prumérem se v oblasti rezidudlni analyzy pfiliS neuplatnila
z divodi limitované dostupnosti vhodné ndstiikové techniky.
Obecnym pozadavkem za danych podminek je pochopitelné
rychlé vneseni vzorku na kolony v co nejuzsi zéné. Aplikace
,splitless* nastfiku — ve stopové analyze jedné z nejbéznéjsich
technik, zaloZené na refokusaci analytd ve vstupni ¢asti GC
kolony, neni prakticky proveditelnd. Dlouhd kondenzac¢ni z6-
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na je pfi¢inou diskriminacnich jevl a nepfijatelné deformace
pika.

Jako nejzajimaveéjsi varianty rychlé plynové chromatogra-
fie byly pro nase aplikace posléze vyhodnoceny: i) rychlé
programovani teploty a ii) separace za snizeného tlaku; v obou
pfipadech byly analyzy provozované na relativné kratkych
kolondch.

Obrazek 3 ilustruje pracovni charakteristiky ¢tyfminutové
GC analyzy extraktu pSenice kontaminovaného rezidui or-
ganofosforovych insekticidi (detekce pomoci plameno-fo-
tometrického detektoru, FPD)13. K rychlému ohievu (v né-
kterych usecich dosahovala rychlost teplotniho gradientu az
360 °C.min"") separa¢ni kolony dlouhé 5 m byl vyuzit odporo-
vy ohfev (elektronicky fizeny odporovy ohfev vodivého ma-
teridlu obklopujiciho povrch kolony byl realizovdn pomoci
externé pripojeného systému ,,EZ flash* — Thermedics Detec-
tion, USA, umisténého mimo vlastni plynovy chromatograf
HP 6890).

Pti srovndn{ s konven¢ni analyzou realizovanou na kapi-
lafe dlouhé 60 m (ostatni parametry pouZzitych kolon, tj. vnitin{
pramér a staciondrni faze, byly prakticky identické) trvajici
vice nez 40 min, je zfejmy dramaticky rozdil v hodnotdch
detekénich limitd. Za podminek rychlé plynové chromatogra-
fie je totiz diky podstatné uzsim piktim analyti pomér signalu
k Sumu mnohondsobné vyssi. Porovnéni vysledka ziskanych
pfirychlém programovani teploty kolony pomoci odporového
ohfevu s vyuzitim modulu EZ flash a konven¢né, tj. v termo-
statu plynového chromatografu (ptistroj HP 6890 Plus) doku-
mentovalo jednoznacné lepsi opakovatelnosti reten¢nich Casi

a

Rx10"
7.4

7,0
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Obr. 3. Porovnani analyz identického extraktu organofosforovych
pesticidi pomoci konvenéni (a) a rychlé (b) plynové chroma-
tografie s odporovym ohrevem ,,EZ flash* (detekce pomoci FPD);
R — odezva detektoru, / — dichlorvos, 2 — mevinphos, 3 — omethoat,
4 — dimethoat, 5 — diazinon, 6 — chlorpyrifos, 7 — parathion-Me, § —
pirimiphos-Me, 9 — malathion, /0 — chloropyrifos-Et, /1 — parathion-
-Et, 12 — methidation, /3 — ethion, /4 — phosmet, /5 — phosalone, /6 —
koeluce 1, 17 — koeluce 2
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pri aplikaci prvni z uvedenych technik (tato skutecnost je
zvlasté vyznamna v pripadé, kdy retencni Cas analytd je vy-
uzivén k jejich identifikaci). Rozdil byl zfetelny zejména pro
analyty s vyS$S§imi hodnotami retencnich Cast; pfi rychlosti
konvenéniho ohfevu 80 °C.min~' dosahovaly hodnoty relativ-
ni smérodatné odchylky jiz desitek %. Zminit se je tfeba jeste
o dals{ prednosti odporového ohievu, kterou je vysokd rych-
lost re-ekvilibrace chromatografického systému (zchlazeni na
vychozi teplotu). Tato skute¢nost ddle zvySuje laboratorni
kapacitu.

Analyza smési modernich pesticidl v redlnych matricich
v pifipadé druhé, velmi zajimavé varianty rychlé plynové
chromatografie, byla realizovana' na 10 m dlouhé kolong
s relativné velkym vnitinim primérem (0,53 mm, tzv. mega-
-bore) pripojené k ,,splitless* injektoru kratkou restrikén{ kapi-
larou (3 m, vnitini primér 0,25 mm) s dezaktivovanym povr-
chem, vystup kolony byl pfipojen k iontovému zdroji MS
detektoru, Cili separace analytd probihala za nizkého tlaku,
resp. za ,,vakua®“. ZvySeni difuzivity analytl v plynné fazi
umoziuje dosazeni podstatné vyssi optimdlni linedrni rychlos-
ti nosného plynu (v souladu s van Deemterovym vztahem)
a potazmo vyrazné zrychleni separace tékavych komponent
vzorku oproti chromatografické separaci, pfi které je na vystu-
pu kolony atmosféricky tlak. Popsany systém (tzv. low-pres-
sure, LP-GC-MS) md diky parametrim pouzité kolony vy-
sokou kapacitu a je zdrovent kompatibilni s ndstiikovymi tech-
nikami vyuzivanymi bézné v rezidudlni analyze. Zminény
pokles dosazitelného chromatografického rozlisen{ ve vétsiné
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piipadd kompenzuje selektivita MSD..V naSich experimen-
tech jsme dosdhli sniZzeni doby analyzy na tietinu (ccal5 min)
pfi soucasném snizeni detekénich limitd, které umoznil vyssi
néstiik vzorku. Rozsah matri¢nich efekti byl v souvislosti
s touto skutecnosti vyznamné omezen (viz odst. 3.1.1.).

3.3. Spojeni GC-MS

Jesté v devadesatych letech minulého stoleti se hmotnost-
né-spektrometrické detektory pouzivaly jako primdrni pro-
stfedek pro kvantifikaci analytd ve stopové analyze jen ojedi-
néle, ve vétsing aplikaci spiSe slouzily ke konfirmaci nale-
z0 kontaminantd. Cenovd dostupnost hmotnostnich detektort
s nizkym rozliSenim postupné umoznila jejich rutinni vyuziti
v riiznych oblastech rezidudln{ analyzy. Nejcastéji jsou hmot-
nostn{ analyzdtory reprezentovdny piimym kvadrupolem, ion-
tovou pasti, v poslednich letech se zvySuje pocet aplikaci
vyuzivajicich analyzdtory typu ,,time of flight* (TOF). Kazdy
z nich samozfejmé disponuje urcitymi pfednostmi; rozdily
jsou predevsim v opakovatelnosti méfeni za pfitomnosti slo-
Zek matrice, v piesnosti ur¢eni hodnot m/z a rychlosti snimdn{
spekter. Iontovd past navic umoziuje provadéni vicenasobné
spektrometrie (pfimy kvadrupol a TOF pouze pii zfetézeni
vice stupiil). Zminit se je tieba i o moznosti optimalizace
pracovnich charakteristik analytické metody pomoci volby
vhodné ioniza¢ni techniky. Vedle béZné ionizace ndrazem
elektrond (electron impact, EI) je v ultrastopové analyze kon-
taminantl za urcitych okolnosti vyhodné pouziti mékké ioni-
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Obr. 4. Zaznamy pii GC-TOF-MS analyze extraktu jablek kontaminovanych tolylfluanidem (0,07 mg.kg™); a — celkovy iontovy tok (TIC),
b —m/z 137, sitka okna 0,5 Da, ¢ — m/z 137,032, $itka okna 0,01 Da, d — spektrum piku T — vzorek, e — spektrum tolylfluanidu — knihovna NIST
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zacni techniky vyuzivajici reakéniho plynu (nejcastéji metha-
nu), kterd nevede k rozsdhlejsi fragmentaci matetské moleku-
ly. Detekce intenzivniho pseudomolekuldrniho iontu MH je
vesmés specifi¢téjsi nez nizsich fragmentd a u nékterych latek
muze, diky nizkym hodnotdm Sumu v oblasti vyssich hodnot
miz, klesnout hodnota detek¢niho limitu. V piipadé stanove-
ni analytll s elektronegativnimi substituenty ¢i skupinami je
mozné pracovat v mddu tzv. negativni chemické ionizace
(negative chemical ionisation, NCI), spravné negativn{ ioni-
zace se zdchytem elektronti (ECNI). Mechanismus detekce je
podobny jako u ECD, primdrné vznikd molekulovy ion M~
zdchytem nizkoenergetickych elektronti. ZvySeni poméru sig-
ndlu k Sumu az o dva fddy oproti ionizaci EI s akvizici dat
v médu monitorizace vybranych iontovych druht (selected
ion monitoring, SIM) pouZivané v piipadé kvadrupolovych
analyzdtori umoznuji spolu s dobrou selektivitou detekce
spolehlivou kvantifikaci nékterych skupin kontaminantli na
hladindch niz§ich nez 0,1 pg.kg'. Na autorském pracovisti je
GC-ECNI vyuzivana zejména pro stanoveni polybromova-
nych difenylethertt (PBDE) a dalSich bromovanych retardantti
hofeni, nitroderivati PAU (cit.”) a pro stanoveni toxickych
plandrnich (non-ortho) PCB. V poslednim zminéném pfipadé
se tato technika osvédcila, resp. poskytla presné vysledky pii
certifikaci nového matri¢niho referenéniho materidlu CRM
719, na jehoz pfipravé se v ramci projektu EU pracovisté
podilelo.

V rozsédhl€ studii zamétené na posouzeni presnosti vysled-
ki analyz rezidui modernich pesticidti v extraktech z rostlin-
nych matric ziskanych v rtznych GC systémech jsme pii
analyze série 14 identickych vzorkd pomoci GC-MS s kvad-
rupolovym analyzdtorem HP 5973 (HP, USA) provozova-
nym v médu monitorizace vybranych iontovych druhti proka-
zali vesmés nizsi hodnoty relativnich hodnot smérodatnych
odchylek (max. 5 %) ndlezii nez pii detekci konvencnimi
detektory NPD, ECD. Na stran¢ druhé, opakovatelnost reten-
¢nich Cast byla u MSD nizsi. Tento jev se stal zv1dste zietel-
nym pfi rychlém programovani teploty separacni kolony. Za
téclléto podminek se vyrazné zhorsila i opakovatelnost vysled-
ka ™.

Pro analyzy nékterych kontaminantt zacal byt v minulém
roce vyuzivdn téZ GC-MS systém vybaveny iontovou pasti
Polaris Q (Finnigan, USA). Predbézné poznatky s vyuzitim
alternativnich méficich modu 1ze shrnout nasledovné: i) pro
rychly ,.screening®, pfedev§im nezndmych vzorkd, se jevi
vhodné pouzit mdd ,,Segment scan®, ktery ve snimaném roz-
sahu poskytuje plnou spektrdlni informaci, obdobné jako ,,Full
scan*; ii) celkové odezvy analytti a pomér signdlu k Sumu jsou
u ,,Segment scanu* vy$§i nez u ,Full scanu®; iii) velkou
vyhodou ,,.Segment scanu® je nendro¢nd piiprava metody, tj.
neni nutné vybirat ionty a stanovovat casova okna jako v médu
SIM, ktery ma sice pomérné vysoké hodnoty poméru signalu
k Sumu (a tim nizky limit detekce), ale neposkytuje spektraln{
informaci; iv) pfi analyze vzorkd obsahujicich zndmé analyty
v nizkych koncentracich je z hlediska dosazen{ nizstho limitu
detekce vhodné pouzit méd MS™ (nejéastéji MS?).

Prvni zkusSenosti v souc¢asné dobé ziskdvame s instrumen-
taci GC-TOF-MS Micromass GCT (Micromass, UK). Tento
konkrétn{ typ instrumentu umoZiuje méfeni hmotnosti iontd
s presnosti na 4 desetinnd mista. Na rozdil od kvadrupolovych
analyzdtort poskytuje TOF plnou spektrdlni informaci i na
velmi nizkych koncentra¢nich hladindch. Pfedbézné experi-
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menty byly realizovany za podminek mirné zrychlené analyzy
(asi 3x kratsi doba analyzy, neZz je nutnd pro dokonalou
separaci vSech analytti). Obrdzek 4 dokumentuje vySetfeni
extraktu vzorku jablek na obsah rezidui pesticidl. Pfi pouziti
charakteristické hmotnosti iontu zvolené s presnosti 0,01 Da
byl nalezen pik tolylfluanidu na relativné nizké koncentracni
hladiné. Podle naméfeného MS spektra byl tento pik po srov-
nan{ s knihovnou NIST automaticky identifikovdn. Pldnovany
jsou experimenty vyuZivajici TOF-MS ve spojeni rychlou
LP-GC (viz 3.2.).

4. Vysokoudinna kapalinova chromatografie
(HPLC)

Vysokotcinnd kapalinovd chromatografie (HPLC) pied-
stavuje po GC druhou nejvyznamnéjsi separacni techniku
vyuzivanou v oblasti identifikace a kvantifikace organickych
kontaminantl. Pfi analyze Sir§iho spektra analyti v komplex-
nich matricich se v8ak limitujicim faktorem muzZe stit nedo-
statecnd selektivita bézné pouzivaného UV detektoru (feSeni
nepfindsi ani detektor s diodovym polem, DAD). Z uvedeného
ddvodu jsou kladeny zna¢né ndroky na dcinnost precisténi
vzorkl (v pfipadé multirezidudlnich metod vSak bohuZel nelze
vyuzit potencidlu, resp. specifity imunochemickych a ptibuz-
nych prekoncentracnich technik). Vicestupniova purifikace pri-
madrniho extraktu vSak mize vést vedle prodlouzeni doby
pripravy vzorku ke sniZzeni hodnot vytéznosti nékterych ana-
lytd. Nizké hodnoty detek¢nich limiti i podstatné lepsi selek-
tivity fluorescencniho detektoru (FLD) lze vyuzit jen u ome-
zeného spektra kontaminant(; piikladem vSeobecné rozsitené,
rutinni aplikace HPLC-FLD v této oblasti je snad jen stanoveni
PAU.

4.1. Spojeni LC-MS

Syst¢émy HPLC s hmotnostné-selektivnim detektorem,
které se dnes stdvaji nepostradatelnou soucdsti vybaveni spe-
cializovanych laboratofi, zdsadné rozsifily moznosti sledova-
ni poldrnich a termolabilnich kontaminantd a jejich metabolitd
i v komplexnich matricich. Tato technika v zdsadé umoznuje
zjednoduseni pripravy vzorku (viz ddle), nicméné i zde je
nutné zohlednit mozné matri¢ni efekty.

V praxi se nejcastéji ionizace analytti provadi za atmosfé-
rického tlaku (atmospheric pressure ionisation, API); vyhodou
tohoto rozhrani je tGc¢inné odstraiiovdni mobilni faze, celko-
va robustnost a snadnost tdrzby. Oba pouzivané mody API
i) elektrosprej (ESI) a ii) chemickd ionizace (APCI) spliuji
pozadavky na ucinnou a opakovatelnou ionizaci Sirokého
spektra ldtek.

Praktickd aplikace systému LC-API-MS s analyzitorem
typu iontovd past (Finnigan LCQ Deca) ndm poskytla moznost
rychlého zavadéni novych metod pro nové cilové analyty, tedy
znacnou operativnost a flexibilitu pfi feSeni konkrétnich nalé-
havych problému. DalSimi vyhodami tohoto systému jsou:
i) dosazitelnost velmi nizkych detek¢nich limitd (pro nékteré
analyty v médu MS? i < 0,1 pgkg™' — v zdvislosti na zakon-
centrovani vzorku); ii) spolehlivost pii konfirmaci ndlezi;
iii) vyznamnd redukce doby tfeba pro pfipravu vzorkt, kterd
je dana schopnosti této techniky méfit za pfitomnosti pomérné
velkého mnozstvi matrice (diky vysoké selektivité detekce
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neni separace analyti ve véts$iné piipadi kritickd). Zminit se
je ovSem tieba i o nékterych skute¢nostech limitujicich apli-
kace v oblasti kvantitativni stopové analyzy: i) vétsi rozptyl
vysledkd pro nékteré kombinace analyt-matrice; ii) Casto ne-
uspokojiva linearita kalibracni zdvislosti i v relativné malém
koncentracnim rozsahu a iii) slozitd detekce analytu, pro které
neni k dispozici standard (predikce iontd v médu MS? je
obtiznd).

4.1.1. Matricni efekty v LC-MS*

Jak jiz bylo naznaceno, ve stopové analyze se nejcastéji
vyuziva detekce v tzv. MS? médu, pfi niZ je snimdn charak-
teristicky dcefiny ion vznikly z primdrniho (vétSinou mole-
kulového) iontu daného analytu. Vysledkem je zna¢né zlepse-
ni poméru signdlu k Sumu (10-100 ndsobné) oproti méfeni
realizovanému v rezimu plnych spekter (,,Full ms*). Pfi apli-
kaci této vysoce specifické detekce jsou pritomné matri¢ni
koextrakty v chromatogramu prakticky ,,neviditelné®, a proto
neni jejich pfitomnost kritickd z hlediska moznych pozado-
vych interferenci, jako je tomu u méné selektivnich detektort
(napf. UV). Na druhé strané vSak slozky matrice mohou
ovliviiovat odezvu analyti diky participaci v jednom nebo
vice z ndsledujicich procest probihajicich v LC-MS rozhrani:
i) vznik kapicek aerosolu; ii) desolvatace molekul analytu;
iii) odpafovani rozpoustédla; iv) ionizace analytl. Vysledkem
téchto jevu je, Ze pii stejné koncentraci analytu je jeho odezva
v redlném vzorku odlisnd od odezvy standardu v ¢istém roz-
poustédle. Prestoze zde existuje zdanliva analogie s vySe po-
psanymi matri¢nimi efekty v GC (viz 3.1.1.), tyto jevy maji
v LC-MS ponékud odlisny, mimotddné komplexni charakter.
Zatimco u GC se matri¢ni efekty ovliviiujici pfesnost vysledk
odehravaji v nasttikovém prostoru, a tedy pred vlastni separaci
komponent vzorku, v pfipadé¢ LC-MS k matricnim efektim
dochdzi na LC-MS rozhrani, tj. aZ po separaci. Tato skutec-
nost komplikuje moznost zobecnéni poznatkt tykajicich se
matri¢nich efektd, nebot rozdilné, resp. zménéné podminky
HPLC separace mohou vést ke zméné mnozstvi nebo typu
matri¢nich slozek koeluujicich se s danym analytem. Dal$im
vyznamnym rozdilem proti plynové chromatografii je, ze
zatimco pti GC matrice pfitomnd ve vzorku vétSinou zptso-
buje zvyseni odezev, v LC-MS dochazi casto k vyraznému
snizen{ signdlu analytu, coZ mize mit kriticky dopad na de-
tektabilitu analytd.

V rdmci modelové studie vlivu rtiznych faktorti na rozsah
matri¢nich efekti v LC-MS? jsme vénovali pozornost analyze
rezidui vybranych relativné poldrnich pesticidi. Mimo jiné
byly porovnany obé dostupné techniky ionizace, APCI a ESI.
Prestoze je Casto zminovdna lepsi tolerance techniky APCI
vic¢i matriénim komponentdm, v piipadé extraktu jablek cile-
né kontaminovaného pesticidy nebyl v nasich experimentech
mezi obéma ioniza¢nimi technikami zjistén vyznamny roz-
dil v matri¢nich efektech. Tyto se nepodafiilo eliminovat ani
precisténim primdrnich extrakti pomoci gelové permeacni
chromatografie, jinak bézné pouzivané v multirezidudlnich
metoddch vyuZivajicich pro stanoveni rezidui pesticidi GC.
Prestoze je vzorek pfi tomto Cisticim kroku zbaven vysoko-
molekuldrnich koextrakti, tyto zfejmé nejsou identické s ma-
tricnimi komponentami zodpovédnymi za matri¢ni efekty.

V pripadé, zZe matri¢ni efekt nelze zcela eliminovat zmé-
nou podminek separace HPLC ¢i precisténim vzorku, je po-
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uziti kalibrace pomoci vné&jsich rozpoustédlovych standardd
nevhodné, nebot existuje riziko nesprdvné kvantifikace cilo-
vych analytd (na rozdil od GC miZe hrozit jak nadhodnocent,
tak podhodnoceni vysledku).

V rdmci jedné z nasich studii'® jsme se zaméfili na porov-
ndni spravnosti vysledki dosazenych pomoci tif rtiznych ka-
libracnich technik: i) pouzitim vnéjsich rozpoustédlovych stan-
dardu (spolehlivy pfistup, av§ak ¢asové ndro¢ny, je nutné mit
k dispozici vhodny materidl neobsahujici rezidua standardi),
ii) pouzitim vnéjsich matri¢nich standardt a iii) technikou
»echo-piku® (standard obsahujici analyt(y) je nastfiknut s krat-
kym ¢asovym posunem). Vzorky jablek byly cilené kontami-
novény pesticidy na dvou rtiznych zndmych koncentraénich
hladindch 0,01 pg.ml™"a 0,1 pg.ml™". Takto pfipravené vzorky
byly posléze analyzoviany stejné, jako kdyby se jednalo o ne-
zndmé vzorky, a z kalibracni zdvislosti byla vypoctena jejich
koncentrace a poté porovndna se spravnou hodnotou. PouZiti
standardti v ¢istém rozpoustédle pro kalibraci se ukdzalo byt
zcela nevhodné u analyti, které vykazuji matricni efekt. Za-
timco v literatufe se Casto diskutuje pouze potlaceni odezev
analytd vlivem matrice, z naSich experimenti vyplyvd, Ze
matri¢ni efekt miize byt i vy$si nez 100 %; dochdzelo tudiz
k nadhodnoceni vysledku (carbendazim, thiabendazol). Ma-
tricn{ kalibrace je na druhé strané pomérné spolehlivy zpisob
dosazeni kvalitnich vysledki. Technikou vnitiniho strandardu
(,,echo pik*) bylo pro 6 z 8 pesticidii dosazeno spravnych
vysledkd, pfi¢emz tato metoda navic umoziiuje odbourdni
pracné piipravy matri¢nich standardd. Studie v této oblasti
pokracuji.

V této prdci jsem shrnula zkuSenosti a uvedla nékteré
zajimavé vysledky kolektivu laboratoie Ustavu chemie a ana-
lyzy potravin VSCHT zabyvajici se problematikou environ-
mentdlnich kontaminantii a chemickou bezpecnosti potravin.
Jmenovité chci podekovat svym kolegiim a doktorandiim (v né-
kterych pripadech jiZ byvalym) — S. Duskovi, M. Godulovi,
K. Holadové, V. Kocourkovi, K. Alterove-Mastovskée, J. Poust-
kovi a J. Krivdnkové-Zrostlikové za optimismus, se kterym se
vrhali do ndstrah stopové analyzy.

LITERATURA

1. Hajslova J., Kocourek V., Poustka J., Cuhra P.: Chem.
Listy 92, 777 (1998).

2. Hajslovd J., v knize: Environmental Contaminants in
Food (Moftat C. F., Whittle K. J., ed.), kap. 7. Sheffield
Acad. Press, Sheffield — Boca Raton 1999.

3. Kvalimetrie 7: Validace analytickych metod. EUR ACHEM-
-CR, Praha 1998.

4. Council Directive 97/57/EC, Off. J. European Com.
L265, 87 (1997).

5. Horwitz W., Kamps L. R., Boyer K. W.: J. Assoc. Off.
Anal. Chem. 63, 1344 (1980).

6. FAO/IAEA in collaboration with AOAC/IUPAC/EU-
RACHEM: Practical Approach to Validation Methods
for Analyses of Residues of Pesticides in Food. FAO/
TIAEA, Vienna 1999.

7. Lehotay S., Hajslova J.: Trends Anal. Chem., v tisku.

8. Hajslova J., Holadova K., Kocourek V., Poustka J., Go-



Chem. Listy 96, 336 — 343 (2002)

11.

12.

13.

14.

15.
16.

dula M., Cuhra P., Kempny M.: J. Chromatogr., A 800,
283 (1998).

Dusek B., Hajslova J., Kocourek V.: zasldno do tisku.
Godula M., Hajslovd J., Alterovd K.: J. High Resol.
Chromatogr. 22, 395 (1999).

Godula M., Hajslovd J., Mastovska K., Ktivankovd J.: J.
Sep. Sci. 24, 355 (2001).

Zrostlikova J., Hajslovd J., Godula M., Mastovskd K.: J.
Chromatogr., A 937,73 (2001).

Mastovska K., Hajslova J., Godula M., Kfivankova J.,
Kocourek V.: J. Chromatogr., A 907, 235 (2001).
Mastovskd K., Lehotay S. J., Hajslovd J.: J. Chromatogr.,
A 926,291 (2001)

Zrostlikova J., Hajslova J., Poustka J.: zasldno do tisku.
Mastovskad K.: Dizertacni prdce. VSCHT, Praha 2001.

343

Referaty

J. HajSlova (Department of Food Chemistry and Analysis,
Institute of Chemical Technology, Prague): Trace Analysis
of Organic Contaminants — Examples of Application of
Advanced Instrumental Techniques for Examination of
Foodstuffs and Biotics

Multiresidue methods employing various chromatogra-
phic techniques are currently used for determination of a wide
range of semivolatile organic contaminants that may occur in
food or environmental biotic matrices. Conceivable strategies
aimed at improvement of performance characteristics of such
methods are presented in this paper. Examples demonstrating
applicability of advanced instrumental approaches such as fast
GC and GC or LC coupled with mass spectrometry are provi-
ded. The quality of generated data is discussed.
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