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1. Introduction1ñ3,11,14

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-

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 thermodynamics4ñ8,10

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 Fourierís, Fickís or
Ohmís. The rate of local entropy production σ follows from
the general balance equation of entropy

= ñ ∇.(Js + ρsv) + σ (1)

with

σ ≥ 0 (2)

Here ρ is the mass density, s is the local specific entropy,
Js is the local entropy flux and v is the velocity field. ∇ means
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the nabla operator and it is worth noticing that the flux Js
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 ìforceî that drives an
irreversible process and of the response to this force, the
ìfluxî. 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,

T = + p (3)

Here the lowercast letters s, u, and v indicate extensive
quantities per unit mass, µk is the chemical potential of the
constituent k and ck the mass fraction of k. Replace , and

by the appropriate balance equations, and after rearrange-
ments one obtains for σ an expression which contains six
different effects: the first is related to heat conduction, the
second to matter flow (diffusion)Ç the third and fourth to
mechanical dissipation (viscosity)Ç 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 Jk (for example heat
flux, diffusion, chemical reaction) and of conjugated generali-
zed forces Xk (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,

σ = (4)

That means, the rate of production of entropy is the sum
of products of each flux with the associated force. Evidently,
all Jk and Xk 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 Ji and
the generalized forces Xj are related linearly:

Ji = (5)

Equations (5) are called phenomenological equations and
the coefficients Lij 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.

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

Lij = Lji (6)

It is, when the flow Ji corresponding to the irreversible
process i is influenced by the force Xj of the irreversible
process jÇ then the flow Jj is also influenced by the force Xi
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 ìcomplementaryì variables are then treated on the
same level as the usual classical variables.

2. 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 pv are taken as supplementary independent variables,
and for this special case we have for the generalized entropy
the relation

s = s(u, v, q, pv) (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 Lebonís notation)

ds = Tñ1du + Tñ1pdv ñ Tñ1v(α10q .dq + α00p
vdpv) (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 α 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
α 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

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:
ñ Every dissipative flux is considered as a quantity charac-

terized by a single evolution equation. However, this is in
practice not always the case.

ñ There exist still other ìadditionalî variables and variety of
evolution equations for the fluxes as well.

ñ Entropy is regarded as an analytical function of the fluxes,
but this is not an essential assumption and non-analytical
developments have been proposed.

ñ 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 thermodynamics9ñ14

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 ìit uses a set of a priori postulates and constitutive func-
tionals for defining  a thermodynamic bodyì (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 ìprinciplesì, 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 äilhav˝ 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 q:

w < 0 Û q > 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.,

q+ > 0 Þ qñ > 0 (10)

where q+ is the heat absorbed and qñ 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

∆U = Jq + w (11)

One takes usually J = 1 and U is determined within an additive
constant (it is unique). The balance (11) is not bound to any
concrete model and is therefore applicable to an arbitrary
system (material).

From the formulation of the second law (10) and the
postulates about the system and the universe follow the follo-
wing consequences: The existence of the absolute tempera-
ture, T, 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

∆S ≥ (12)

is valid. Here dQ is the heat exchanged during the processes
at the absolute temperature T. Unlike U, entropy is not unique
in the sense that more entropies satisfying (12) 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 S are known and
fixed, e.g. in reversible processes. Relation (12) 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 äilhav˝ís 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 äilhav˝ 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 a memory. Its main objective is to derive constitutive
equations which must meet a certain number of a priori pos-
tulates.

The theory of äilhav˝ 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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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. ⁄vod

NÏkterÈ reaktivnÌ chemickÈ l·tky se mohou kovalentnÏ
v·zat na purinovÈ a pyrimidinovÈ b·ze v molekule DNA,
tvo¯it tzv. adukty. Slovo adukt zde nenÌ ovöem mÌnÏno, jak je
v chemii bÏûnÈ, totiû jako produkt adice, ale v öiröÌm smyslu,

jako molekula DNA nebo jejÌ Ë·st (oligonukleotid, nukleotid,
nukleosid nebo b·ze), ke kterÈ bylo nÏco kovalentnÏ nav·-
z·no, p¯ipojeno. Zpravidla tyto adukty nevznikajÌ adicÌ, ale
nukleofilnÌ nebo radik·lovou substitucÌ. Vznik pozmÏnÏnÈ
nukleovÈ b·ze m˘ûe mÌt za n·sledek z·nik vazebnÈho mÌsta
pro vytvo¯enÌ vodÌkovÈ vazby a m˘ûe vÈst k bodovÈ mutaci,
tedy k chybnÈmu p·rov·nÌ b·zÌ p¯i p¯episu genetickÈ infor-
mace. Mutace mohou mÌt z·vaûnÈ d˘sledky pro ûivot buÚky
i celÈho organismu; nejv˝znamnÏjöÌ z nich je tvorba zhoub-
n˝ch n·dor˘1. KarcinogennÌ potenci·l strukturnÏ rozdÌln˝ch
adukt˘ se p¯itom v˝znamnÏ liöÌ. Z toho vypl˝v·, ûe nejen
mnoûstvÌ, ale takÈ typ adukt˘ DNA je v˝znamn˝m  indi-
k·torem poökozenÌ DNA. StanovenÌ adukt˘ DNA m˘ûe slou-
ûit jako vnit¯nÌ ukazatel, biologick˝ indik·tor expozice geno-
toxick˝m l·tk·m a takÈ jako prost¯edek pro diagnostiku po-
ökozenÌ DNA, zejmÈna pro vËasnÈ odhalenÌ rizika rakoviny.

2. Interakce cizorod˝ch l·tek s DNA ñ
vznik adukt˘

2 . 1 . T y p y a d u k t ˘ , m Ì s t a a t a k u
v m o l e k u l e D N A

CizorodÈ l·tky mohou tvo¯it adukty s DNA p¯Ìmo nebo po
metabolickÈ aktivaci na reaktivnÌ metabolickÈ meziprodukty.
KromÏ cizorod˝ch l·tek mohou s DNA reagovat i reaktivnÌ
meziprodukty fyziologickÈho metabolismu, zejmÈna volnÈ
radik·ly endogennÌho p˘vodu. HlavnÌ mÌsta ataku elektrofil-
nÌch l·tek jsou polohy 7, O6 a N2 v guaninu, 1, 3, N6 a 7
v adeninu, 3 v thyminu a 3 a N4 v cytosinu (obr. 1). Bylo
prok·z·no, ûe adukty N6 na adeninu jsou tvo¯eny z mÈnÏ
stabilnÌch 1-deriv·t˘, kterÈ podlÈhajÌ Dimrothovu p¯esmyku
za otev¯enÌ a opÏtovnÈho uzav¯enÌ pyrimidinovÈho kruhu2ñ5

(obr. 2). Dimroth˘v p¯esmyk byl prok·z·n pomocÌ adeni-
nov˝ch deriv·t˘ znaËen˝ch isotopem 15N (cit.4,5).

Obr. 1. MÌsta ataku elektrofilem v nukleob·zÌch; dR- 2¥-deoxyribosyl

Obr. 2. Dimroth˘v p¯esmyk 1-alkyldeoxyadenosin˘
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V p¯ÌpadÏ adeninov˝ch 1-adukt˘ oxiranov˝ch deriv·t˘
doch·zÌ kromÏ Dimrothova p¯esmyku takÈ k deaminaci na
p¯ÌsluönÈ deriv·ty inosinu2,6ñ8. P¯Ìklad takovÈ deaminaËnÌ re-
akce8 je uveden na obr. 3. Mechanismus byl prok·z·n pomocÌ
vody H2

18O. TakÈ guaninovÈ adukty podlÈhajÌ dalöÌm trans-
formacÌm za fyziologick˝ch podmÌnek. ZavedenÌ substituentu
do polohy 7 glykosidicky v·zanÈho guaninu m· za n·sledek
snadnÈ hydrolytickÈ otev¯enÌ imidazoliniovÈho kruhu, p¯Ìp.
ötÏpenÌ glykosidickÈ vazby, depurinaci9ñ12. K depurinaci m˘ûe
dojÌt dokonce jiû za fyziologick˝ch podmÌnek12. K depuri-
naËnÌm reakcÌm doch·zÌ takÈ u 3-alkyladeninov˝ch adukt˘,
kterÈ jsou jeötÏ mÈnÏ stabilnÌ neû 7-alkylguaninovÈ11,12. Pr˘-
bÏh tÏchto depurinaËnÌch reakcÌ je zn·zornÏn na obr·zku 4 a 5.
ZatÌmco v neutr·lnÌm a kyselÈm prost¯edÌ doch·zÌ p¯ev·ûnÏ
ke ötÏpenÌ glykosidickÈ vazby, v alkalickÈm prost¯edÌ p¯e-
vl·d· konkurenËnÌ ötÏpenÌ kruhu. V p¯ÌpadÏ 7-alkylguanosin˘
se jedn· o otev¯enÌ imidazolovÈho kruhu, v p¯ÌpadÏ 3-alkyl-
adeninov˝ch nukleosid˘ se otvÌr· pyrimidinov˝ kruh11. Ne-

stabilita 7-alkylguaninov˝ch a 3-alkyladeninov˝ch adukt˘
komplikuje jejich stanovenÌ obvykl˝mi metodami. Na druhÈ
stranÏ depurinace otevÌr· moûnosti pro detekci adukt˘ DNA
v moËi a jejich vyuûitÌ jako indik·tor˘ expozice DNA alkylu-
jÌcÌm l·tk·m.

2 . 2 . S t r u k t u r n Ì t y p y l · t e k
t v o ¯ Ì c Ì c h a d u k t y

Schopnost tvo¯it adukty s DNA je d·na chemickou reak-
tivitou l·tky nebo jejÌho metabolitu. Jde zejmÈna o elektrofilnÌ
a radik·lovou reaktivitu. Aby se vöak reaktivnÌ Ë·stice mohla
nav·zat na DNA, musÌ se dostat do cÌlovÈho org·nu a p¯es
bunÏËnou membr·nu proniknout aû k j·dru. RozhodnÏ tedy
neplatÌ p¯Ìm˝ vztah mezi reaktivitou l·tky (molekuly, iontu,
radik·lu) a mnoûstvÌm adukt˘ DNA in vivo. UrËovat genoto-
xicitu a zejmÈna genotoxickou karcinogenitu chemick˝ch l·-
tek z jejich struktury je pro chemika mimo¯·dnÏ l·kavÈ. V p¯Ì-

Obr. 3. Pr˘bÏh deaminace 1-adeninov˝ch adukt˘ s oxirany; R = 2¥-deoxyribosyl nebo ribosyl

Obr. 5. Pr˘bÏh depurinace a otev¯enÌ pyrimidinovÈho kruhu 3-alkyladenosin˘ a 3-alkyldeoxyadenosin˘

Obr. 4. Pr˘bÏh depurinace a otev¯enÌ imidazolovÈho kruhu 7-alkylguanosin˘ a 7-alkyldeoxyguanosin˘

R alkyl
Y ribosyl, 2¥-deoxyribosyl

R alkyl
Y ribosyl, 2¥-deoxyribosyl
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Tabulka I
V˝znamnÈ strukturnÌ typy cizorod˝ch l·tek tvo¯ÌcÌch adukty DNA

Typ l·tky Typ metabolitu P¯Ìklad l·tky P¯Ìklad metabolitu

PolycyklickÈ aromatickÈ dihydrodiol-epoxid benzo[a]pyren trans-7,8-dihydrobenzo-
uhlovodÌky s Ñbay regionì [a]pyren-7,8-diol-9,10-oxid
Dialkyl-sulf·ty dimethyl-sulf·t
L·tky s elektronovÏ deriv·ty oxiranu akrylonitril oxirankarbonitril
deficitnÌ olefinickou vazbou
N-nitrosoaminy diazoniov˝ ion, dimethyl-N-nitrosoamin methyldiazonium, methylov˝

karbokation karbokation
α-Chloralkylethery bis(chlormethylether)
N- nebo S-β-chloralkyl-deriv·ty bis(2-chlorethyl)-sulfid
Aflatoxiny deriv·ty oxiranu aflatoxin B1 2,3-epoxyaflatoxin B1
Arylaminy nitreniovÈ ionty 2-naftylamin 2-naftylnitreniov˝ ion

padÏ nÏkter˝ch skupin l·tek, nap¯. polycyklick˝ch aromatic-
k˝ch uhlovodÌk˘, existujÌ jiû dlouhou dobu teoretickÈ modely,
kterÈ umoûÚujÌ ˙spÏönÏ odhadovat karcinogennÌ ˙Ëinky po-
mocÌ velmi jednoduch˝ch kvantovÏ-chemick˝ch v˝poËt˘ p¯Ì-
mo z chemickÈ struktury13. Podkladem pro tyto modely je
ovöem experiment·lnÏ ovÏ¯en· znalost biotransformace a me-
chanismu interakce aktivnÌho metabolitu s DNA. ObecnÏ jsou
vöak jak cel˝ proces kancerogenese, tak i jeho Ë·st, tvorba
adukt˘ DNA, natolik sloûitÈ, ûe p¯edvÌdat jejich v˝sledek na
z·kladÏ pouhÈ chemickÈ struktury, p¯ÌpadnÏ chemickÈ reak-
tivity, nenÌ moûnÈ. Na z·kladÏ dlouhodobÏ nashrom·ûdÏn˝ch
experiment·lnÌch dat lze vöak vytipovat urËitÈ strukturnÌ sku-
piny l·tek, kterÈ jsou podez¯elÈ z tvorby adukt˘ DNA, a v d˘-
sledku toho z mutagennÌho a karcinogennÌho ˙Ëinku. Tyto
typy l·tek a jejich ˙ËinnÈ metabolity jsou uvedeny bez n·roku
na ˙plnost  v tabulce I. Schopnost tvo¯it adukty se  m˘ûe
i u strukturnÏ velmi podobn˝ch l·tek v˝znamnÏ liöit. V nÏkte-
r˝ch p¯Ìpadech je to d·no pouhou reaktivitou v alkylaËnÌch
reakcÌch. Nap¯Ìklad dimethylsulf·t je podstatnÏ reaktivnÏjöÌ
a biologicky ˙ËinnÏjöÌ neû diethylsulf·t. V jin˝ch p¯Ìpadech to
souvisÌ s tvorbou toxick˝ch metabolit˘, kterÈ jsou öpatn˝mi
substr·ty pro p¯ÌsluönÈ detoxikujÌcÌ enzymy, a jsou tedy za
fyziologick˝ch podmÌnek relativnÏ st·lÈ. To je p¯Ìpad trans-
-7,8-dihydrobenzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-oxidu, kter˝ se
öpatnÏ hydrolyzuje epoxid-hydrolasami, a je proto ˙ËinnÏjöÌ
neû ostatnÌ dihydrodiol-epoxidy a arenoxidy odvozenÈ od
benzo[a]pyrenu.

3. D˘sledky poökozenÌ DNA pro buÚku
a pro cel˝ organismus

Expozice organismu genotoxick˝m l·tk·m m˘ûe nastar-
tovat kask·du dÏj˘ se z·vaûn˝mi d˘sledky pro buÚku i cel˝
organismus. Tento proces zaËÌn· strukturnÌ zmÏnou DNA
(tvorbou aduktu). Pokud tato zmÏna nenÌ pro buÚku bezpro-
st¯ednÏ smrtÌcÌ, m˘ûe dojÌt k replikaci a transkripci DNA za
vzniku mutovanÈho genovÈho produktu1. VzniklÈ mutovanÈ
buÚky majÌ pozmÏnÏnou funkci, coû m˘ûe p¯er˘st v nemoc
celÈho organismu, zejmÈna v n·dorovÈ onemocnÏnÌ. Proti
tomuto procesu p˘sobÌ opravnÈ mechanismy, kterÈ umoûÚujÌ
poökozenou DNA odstranit bez dalöÌch nep¯Ìzniv˝ch ˙Ëink˘

pro buÚku14. ZmÏny v genetickÈm materi·lu bunÏk lze sle-
dovat cytogenetickou anal˝zou (chromosomovÈ aberace, v˝-
mÏny sestersk˝ch chromatid˘, mikroj·dra). Tyto metody jsou
vöak pracnÈ a nejsou specifickÈ vzhledem k l·tce, kter· je vy-
volala, ani vzhledem k ˙Ëinku na organismus. Rozvoj analy-
tick˝ch metod v poslednÌ dobÏ umoûnil s dostateËnou citlivostÌ
monitorovat urËitÈ typy zmÏn, kterÈ ukazujÌ na poökozenÌ
DNA charakteristickÈ pro danou l·tku. Tak doch·zÌ k rozvoji
metod biologickÈho monitorov·nÌ zaloûen˝ch na stanovenÌ
adukt˘ DNA.

4. BiologickÈ monitorov·nÌ

Biologick˝m monitorov·nÌm se v toxikologii rozumÌ sle-
dov·nÌ strukturnÌch nebo funkËnÌch zmÏn v ûivÈm organismu
v d˘sledku p˘sobenÌ cizorodÈ l·tky. Tyto zmÏny jsou sledo-
v·ny pomocÌ biologick˝ch indik·tor˘ (marker˘). BiologickÈ
indik·tory m˘ûeme rozdÏlit na dva z·kladnÌ typy: indik·tory
d·vky a indik·tory ˙Ëinku. Typick˝m p¯Ìkladem indik·toru
d·vky je netoxick˝ metabolit cizorodÈ l·tky, nap¯Ìklad kyse-
lina mandlov· pro styren. JejÌ mnoûstvÌ vylouËenÈ v moËi
p¯Ìmo nesouvisÌ s ˙Ëinkem styrenu, ale za p¯edpokladu p¯edem
zjiötÏnÈho vztahu mezi d·vkou styrenu a vyluËov·nÌm kyse-
liny mandlovÈ m˘ûeme z nÏj kvantitativnÏ urËit Ëi aspoÚ
odhadnout d·vku styrenu. P¯Ìkladem indik·toru ˙Ëinku je
hladina jaternÌch enzym˘ v perifernÌ krvi, kter· indikuje po-
ökozenÌ jater (odumÌr·nÌ hepatocyt˘). Nelze z nÌ vöak urËit,
jak· l·tka poökozenÌ jater zp˘sobila. Adukty DNA splÚujÌ
n·roky kladenÈ jak na indik·tory d·vky, tak na indik·tory
˙Ëinku. Hladina adukt˘ (podÌl aduktu urËitÈho typu a nezmÏ-
nÏn˝ch b·zÌ v DNA) je ˙mÏrn· d·vce cizorodÈ l·tky kumu-
lovanÈ po st¯ednÌ dobu ûivota bunÏk, ze kter˝ch byla DNA
izolov·na.

StrukturnÏ odliönÈ adukty DNA majÌ takÈ r˘znou schop-
nost vyvolat zhoubnÈ n·dorovÈ bujenÌ. VyhodnocenÌm studiÌ
karcinogenity 27 chemick˝ch l·tek, kterÈ byly testov·ny na
schopnost vyvolat tvorbu jaternÌch tumor˘ u potkan˘ nebo
u myöÌ, bylo zjiötÏno, ûe tyto karcinogennÌ l·tky se vz·jemnÏ
liöÌ schopnostÌ tvo¯it adukty. P¯itom mnoûstvÌ nalezen˝ch
adukt˘  odpovÌdajÌcÌ  tumorigennÌ d·vce TD50 pro potkany
spadalo pro vöechny zkoumanÈ l·tky do rozmezÌ od 53 do
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2083 adukt˘ na 108 nukleotid˘ a pro myöi od 812 do 5543
adukt˘ na 108 nukleotid˘15. TumorigennÌ d·vka TD50 je defi-
nov·na jako d·vka, p¯i kterÈ se pravdÏpodobnost, ûe pokusnÈ
zvÌ¯e z˘stane bÏhem 2 let bez n·doru, sniûuje na polovinu.
Toto rozmezÌ je p¯ekvapivÏ ˙zkÈ, uv·ûÌme-li, ûe mnoûstvÌ
adukt˘ namÏ¯en· v r·mci vyhodnocen˝ch studiÌ v j·trech
potkan˘ bylo v rozmezÌ 2.10ñ3 aû 2.105 adukt˘ na 108 nukleo-
tid˘. Hodnoty TD50 testovan˝ch l·tek se p¯itom pohybovaly
v rozmezÌ 1,3.10ñ3 aû 75,8 mg kgñ1 denñ1. Frekvence v˝skytu
adukt˘ v cÌlovÈm org·nu se tedy jevÌ jako dobr˝ indik·tor
rizika n·dorov˝ch onemocnÏnÌ. Vzhledem k malÈmu souboru
takto testovan˝ch l·tek nelze vylouËit, ûe tento z·vÏr platÌ
pouze pro urËitÈ typy karcinogen˘. RozhodnÏ nelze p¯edpo-
kl·dat, ûe bude platit pro nemutagennÌ karcinogeny.

Hladina adukt˘ DNA se u lidÌ mÏ¯Ì nejËastÏji v leuko-
cytech nebo v moËi. P¯i stanovenÌ adukt˘ v leukocytech je
nutno nejd¯Ìve izolovat DNA, rozötÏpit ji na nukleotidy Ëi
nukleosidy a potÈ stanovit vhodnou analytickou metodou ob-
sah strukturnÏ modifikovan˝ch b·zÌ. NalezenÈ hodnoty od-
r·ûejÌ kumulovanou expozici bÏhem st¯ednÌ doby ûivota leu-
kocyt˘. VyluËov·nÌ modifikovan˝ch nukleob·zÌ v moËi bylo
zn·mo jiû koncem 19. stoletÌ. Byla vyvinuta ¯ada analytic-
k˝ch postup˘ k jejich stanovenÌ. Tyto postupy jsou zaloûeny
na hmotnostnÌ spektrometrii a imunochemick˝ch metod·ch.
V moËi se nalÈzajÌ p¯ev·ûnÏ deriv·ty purinov˝ch b·zÌ, kterÈ
vznikajÌ depurinacÌ labilnÌch adukt˘ DNA, zejmÈna 7-alkyl-
guaniny a 3-alkyladeniny. Adukty nalezenÈ v moËi na rozdÌl
od adukt˘ v leukocytech odr·ûejÌ pouze kr·tkodobou expozici
mutagen˘m. Jejich vÏtöÌ Ë·st poch·zÌ obvykle z alkylace t-
-RNA, a ne z DNA. V˝jimkou je 3-methyladenin, kter˝ nebyl
nalezen jako modifikovan· b·ze v t-RNA. Lze tedy p¯edpo-
kl·dat, ûe zatÌmco 7-alkylguaniny v moËi poch·zÌ z alkylace
t-RNA a DNA, 3-alkyladeniny jsou pravdÏpodobnÏ tvo¯eny
p¯ev·ûnÏ nebo pouze z adukt˘ DNA (cit.11).

Ke stanovov·nÌ adukt˘ DNA v r˘zn˝ch biologick˝ch ma-
teri·lech byla vyvinuta ¯ada citliv˝ch analytick˝ch metod.
M˘ûeme  je  rozdÏlit  na  metody specifickÈ a nespecifickÈ.
NejjednoduööÌ metodou ke stanovenÌ frekvence adukt˘ odvo-
zen˝ch od danÈ l·tky je pouûitÌ substr·tu znaËenÈho radioiso-
topy (nejËastÏji 3H a 14C) s mÏ¯enÌm radioaktivity izolovanÈ
DNA. Tato metoda je ovöem strukturnÏ nespecifick·. Mezi
specifickÈ metody pat¯Ì anal˝za nukleotid˘ pomocÌ HPLC,
luminiscenËnÌ metody, hmotnostnÌ spektrometrie a imunoche-
mickÈ metody. Zvl·ötnÌ mÌsto zaujÌm· metoda Ñpostlabelingî,
kter· m· omezenou strukturnÌ specifitu, ale vysokou citlivost.

4 . 1 . M e t o d a Ñ p o s t l a b e l i n g ì

Tato metoda vyvinut· Randerathem a spol.16 umoûÚuje
detekci a kvantitativnÌ stanovenÌ adukt˘ DNA s vysokou citli-
vostÌ. DNA je izolov·na z bunÏk, zbavena protein˘ a RNA a je
potÈ enzymaticky ötÏpena na jednotlivÈ nukleotidy (3¥-mono-
fosf·ty) a nukleotidovÈ adukty. Po obohacenÌ smÏsi na nu-
kleotidovÈ adukty extrakcÌ nebo enzymaticky (nukleasa P1)
jsou nukleotidy i adukty oznaËeny 32P-fosf·tem. Jako donor
slouûÌ ATP s termin·lnÌm 32P-fosf·tem a fosforylace je kataly-
zov·na T4 polynukleotid kinasou. V˝sledn· smÏs znaËen˝ch
nukleosid-3¥,5¥-difosf·t˘ je pak dÏlena vÌcedimenzion·lnÌ TLC.
TÌm dojde k rozdÏlenÌ fosforylovan˝ch adukt˘ a p¯irozen˝ch
nukleotid˘. Adukty jsou n·slednÏ detegov·ny autoradiografiÌ.
Tato tradiËnÌ metoda pat¯Ì dosud mezi nejcitlivÏjöÌ (1 adukt na

109 aû 1010 nukleotid˘); jejÌ nev˝hodou je nÌzk· specifita.
Adukty je moûnÈ identifikovat pomocÌ autentick˝ch stan-
dard˘, avöak vzhledem k omezenÈ rozliöovacÌ schopnosti TLC
nenÌ identifikace spolehliv· a u sloûit˝ch smÏsÌ adukt˘, kterÈ
tvo¯Ì na tenkÈ vrstvÏ Ëasto öirokÈ diagon·lnÌ zÛny, je nemoûn·.
Proto byla separace 32P-znaËen˝ch adukt˘ pomocÌ TLC na-
hrazena ˙ËinnÏjöÌ metodou HPLC (cit.17,18). Fosforylace kata-
lyzovan· T4 polynukleotid kinasou probÌh· s r˘znou v˝tÏû-
nostÌ pro jednotlivÈ nukleotidovÈ adukty. V˝tÏûnost fosfory-
lace pro dan˝ typ aduktu musÌ b˝t experiment·lnÏ stanovena
a p¯i kvantitativnÌm vyhodnocov·nÌ v˝sledk˘ metody Ñpost-
labelingì je t¯eba ji br·t v ˙vahu19.

4 . 2 . M e t o d y h m o t n o s t n Ì s p e k t r o m e t r i e

HmotnostnÌ spektrometrie (MS) je pro svou vysokou citli-
vost a relativnÌ strukturnÌ specifitu p¯edurËena jako metoda pro
detekci, charakterizaci a stanovenÌ mal˝ch mnoûstvÌ adukt˘
DNA v biologickÈm materi·lu, zejmÈna v kombinaci s HPLC
a kapil·rnÌ elektroforÈzou (CE). Jako ionizaËnÌ technika se
v poslednÌ dobÏ s ˙spÏchem pouûÌv· hlavnÏ elektrosprej (ESI).
P¯estoûe tato technika byla poprvÈ pouûita pro anal˝zu adukt˘
DNA aû Chaudharym a spol. v roce 1995 (cit.20 ), dnes prak-
ticky vytlaËila d¯Ìve pouûÌvanou metodu FAB (fast atom bom-
bardment). PomocÌ metod HPLC-ESI-MS lze dos·hnout citli-
vosti stanovenÌ 1 adukt na 107 aû 108 nukleotid˘, takûe je
moûnÈ stanovit i nÏkterÈ endogennÌ adukty17. Jin˝ zp˘sob
stanovenÌ adukt˘ spoËÌv· ve vyuûitÌ plynovÏ-chromatografic-
kÈ separace v kombinaci s hmotnostnÏ-spektrometrickou de-
tekcÌ (GC-MS). Protoûe adukty DNA jsou netÏkavÈ, je nutno
je nejprve p¯evÈst hydrolyticky na purinovÈ nebo pyrimidi-
novÈ b·ze, a ty pak na tÏkavÈ deriv·ty. To lze s v˝hodou spojit
se zavedenÌm elektrofor˘ do molekuly, takûe v˝slednÈ deri-
v·ty jsou jednak dostateËnÏ tÏkavÈ, jednak umoûÚujÌ velmi
citlivou detekci v negativnÌch iontech. Jako elektrofory slouûÌ
substituenty bohatÈ na fluor, hlavnÏ pentafluorfenylmethyl
a heptafluorbutanoyl, coû poskytuje moûnost neobyËejnÏ citli-
vÈ detekce metodou elektronovÈho z·chytu (electron capture,
EC-MS) (cit.21). TÌmto zp˘sobem bylo dosaûeno citlivosti
stanovenÌ v ¯·du 1 adukt na 108 nukleob·zÌ. Metoda je vhodn·
pro stanovenÌ adukt˘ DNA v moËi, tedy deriv·t˘ nukleob·zÌ
odötÏpen˝ch depurinacÌ za fyziologick˝ch podmÌnek z DNA.
HmotnostnÏ-spektrometrickÈ metody jsou obvykle povaûov·-
ny za strukturnÏ specifickÈ. V p¯ÌpadÏ adukt˘ DNA vöak samy
o sobÏ neumoûÚujÌ exaktnÌ urËenÌ jejich struktury. Nejsou
schopny spolehlivÏ urËit polohu substituentu na purinovÈm
nebo pyrimidinovÈm skeletu. Tuto nejistotu lze vöak odstranit
pouûitÌm autentick˝ch standard˘.

Jednou z nejcitlivÏjöÌch metod stanovenÌ adukt˘ DNA je
akceler·torov· hmotnostnÌ spektrometrie (AMS) (cit.22). Tato
metoda byla p˘vodnÏ vyvinuta pro datov·nÌ st·¯Ì hornin po-
mocÌ isotopickÈho zastoupenÌ jednotliv˝ch prvk˘. Neposky-
tuje ale û·dnou informaci o struktu¯e analytu, je strukturnÏ
nespecifick·.

4 . 3 . I m u n o c h e m i c k È m e t o d y

ImunochemickÈ metody jsou mimo¯·dnÏ vhodnÈ pro zpra-
cov·nÌ velk˝ch sÈriÌ podobn˝ch vzork˘. VyûadujÌ n·roËnou
a n·kladnou p¯Ìpravu protil·tek proti danÈmu analytu, sa-
motnÈ provedenÌ anal˝zy je vöak rutinnÌ a pomÏrnÏ levnou
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z·leûitostÌ. CitlivostÌ v ¯·du 1 fmolu analytu je na ˙rovni
nejcitlivÏjöÌch postup˘ zaloûen˝ch na hmotnostnÌ spektro-
metrii (kromÏ AMS). ProblÈmem m˘ûe b˝t zk¯Ìûen· reaktivita
protil·tek vedoucÌ ke snÌûenÌ selektivity stanovenÌ. TÈto menöÌ
selektivity je vöak moûnÈ takÈ s v˝hodou vyuûÌt v imunoafi-
nitnÌ chromatografii pro ˙Ëinnou separaci skupin strukturnÏ
p¯Ìbuzn˝ch adukt˘11. ImunochemickÈ metody se pak pouûÌ-
vajÌ v kombinaci s jin˝mi, zejmÈna s metodou Ñpostlabelingì
a hmotnostnÏ-spektrometrick˝mi metodami.

5. P¯Ìprava autentick˝ch adukt˘ DNA

VÏtöina autentick˝ch standard˘ pro anal˝zu adukt˘ DNA
je dosud p¯ipravov·na neselektivnÌmi reakcemi nukleotid˘
nebo nukleosid˘ s alkylaËnÌmi Ëinidly (nap¯Ìklad s deriv·ty
oxiranu). Tyto reakce vedou zpravidla k bohatÈ smÏsi produk-
t˘, kterÈ je nutno dÏlit n·roËn˝mi postupy. PoslednÌm stupnÏm
separace je semi-preparativnÌ HPLC. Takto lze zÌskat miligra-
mov· mnoûstvÌ l·tek, kter· dostaËujÌ k urËenÌ struktury po-
mocÌ spekter UV, hmotnostnÌch a 1H-NMR. Pro urËenÌ polohy
substituentu se vyuûÌv· charakteristick˝ch absorpËnÌch p·s˘
v UV spektrech a jejich posun˘ v z·vislosti na pH. Tento zp˘-
sob charakterizace vöak nesplÚuje n·roky, kladenÈ na exaktnÌ
urËenÌ struktury v organickÈ chemii a ponech·v· znaËn˝ stu-
peÚ nejistoty o poloze substituentu na purinovÈm Ëi pyrimidi-
novÈm j·d¯e. Je proto p¯ekvapujÌcÌ, ûe syntetickÈ postupy
jsou dosud m·lo vyuûÌv·ny k p¯ÌpravÏ autentick˝ch standard˘
adukt˘ DNA na ˙rovni nukleotid˘, nukleosid˘ i samotn˝ch
b·zÌ. O6-Deriv·ty guaninu lze zÌskat z 2-amino-6-chlorpurinu

po aktivaci chloru v poloze 6 pomocÌ trimethylaminu nebo
1,4-diazabicyklo[2.2.2]oktanu (DABCO) a n·sledujÌcÌ reakcÌ
s alkoxidy (obr. 6) (cit.23). PodobnÏ lze reakcÌ p¯Ìsluön˝ch
chlorpurin˘ s aminy zÌskat N6-deriv·ty adeninu24. O6-Adukty
byly zÌsk·ny z deoxyguanosin-3¥-fosf·tu a p¯ÌsluönÈho alko-
holu Mitsunobuovou reakcÌ25. AktivacÌ polohy 2 v deoxy-
guanosinu byly zÌsk·ny N2-deriv·ty deoxyguanosinu (obr. 7)
(cit.26). Byly pops·ny syntetickÈ postupy pro p¯Ìpravu vöech
polohov˝ch isomer˘ methyladeninu27. Shrnout vöechny syn-
tetickÈ postupy vedoucÌ k adukt˘m DNA, deriv·ty samotn˝ch
nukleob·zÌ poËÌnaje a modifikovan˝mi oligonukleotidy kon-
Ëe, nenÌ cÌlem tÈto pr·ce. Lze jen konstatovat, ûe p¯es znaËnÈ
mnoûstvÌ pr·ce odvedenÈ na tomto poli p¯edstavuje p¯Ìprava
cÌlov˝ch molekul adukt˘ DNA znaËn˝ syntetick˝ problÈm.

6. Z·vÏr

Deriv·ty purinov˝ch b·zÌ, nukleosid˘ a nukleotid˘ (aduk-
ty DNA) jsou v˝znamn˝mi biologick˝mi indik·tory poöko-
zenÌ DNA mutagennÌmi a karcinogennÌmi l·tkami. Tyto aduk-
ty vznikajÌ jednak v d˘sledku fyziologick˝ch proces˘, jednak
v d˘sledku p˘sobenÌ mutagennÌch l·tek. Byl prok·z·n p¯ÌËin-
n˝ vztah mezi nÏkter˝mi adukty DNA a rakovinou. Studium
jejich tvorby a osudu v organismu v˝znamnÏ p¯ispÏlo k objas-
nÏnÌ procesu karcinogenese a lze oËek·vat, ûe bude i nad·le
p¯ispÌvat k hluböÌmu pochopenÌ tohoto procesu. Adukty DNA
mohou takÈ potenci·lnÏ slouûit jako podklad pro odhad indi-
vidu·lnÌho rizika vzniku n·dorovÈho onemocnÏnÌ u lidÌ, kte¯Ì
byli vystaveni p˘sobenÌ mutagennÌch karcinogen˘. Metody

Obr. 7. P¯Ìprava N2-deriv·t˘ guaninu aktivacÌ polohy 2. PodmÌnky reakce: i t-butyl-dimethylsilylchlorid (TBDMSCl), imidazol, DMF;
ii Mitsunobuova reakce s allylalkoholem; iii t-butyl-nitrit; iv CF3SO2Cl, Et3N, DMAO; v R-NH2, DMF; vi odstranÏnÌ chr·nÌcÌch skupin

Obr. 6. P¯Ìprava 2-amino-6-alkoxypurin˘

i, ii, iii

v, vi

iv
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p¯Ìpravy tÏchto l·tek v mnoûstvÌch umoûÚujÌcÌch spolehlivÈ
urËenÌ struktury nebyly dosud prozkoum·ny tak, jak by odpo-
vÌdalo jejich v˝znamu. Proto z˘st·vajÌ v˝zvou pro organickÈ
chemiky.

Auto¯i dÏkujÌ za finanËnÌ podporu MäMT »R, v˝zkumn˝
z·mÏr MSMT 223100001.
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I. Linhart and J. Nov·k (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 (TD50) 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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1. ⁄vod

FenolickÈ sekund·rnÌ metabolity napodobujÌcÌ strukturu

p¯irozen˝ch savËÌch estrogen˘ jsou obsaûeny ve vÌce neû 300
rostlin·ch1. Isoflavony, lignany, kumestany a stilbeny (obr. 1)
tvo¯Ì nejrozöÌ¯enÏjöÌ skupiny fytoestrogen˘ a jsou v rostlin·ch
p¯Ìtomny p¯edevöÌm ve formÏ glykosid˘. Pro lidskou populaci
je hlavnÌm zdrojem fytoestrogen˘ potrava, ale nenÌ zanedba-
teln· ani expozice environment·lnÌm estrogen˘m, tzv. xeno-
estrogen˘m. V tÈto souvislosti je v˝znamnÈ zjiötÏnÌ, ûe strava
bohat· na fytoestrogeny by mohla v˝raznÏ sniûovat2 interakce
slaböÌch xenoestrogen˘ s estrogennÌmi receptory (ER).

2. V˝skyt

Isoflavony jsou taxonometricky rozöÌ¯eny v p¯ÌrodÏ jen
˙zce, a to v rostlin·ch vikvovit˝ch (Viciaceae). Jejich nejbo-
hatöÌm zdrojem je sÛja luötinat·, d·le se vyskytujÌ v ËervenÈm
jeteli (Trifolium pratense) a v nÏkter˝ch lÈËiv˝ch rostlin·ch,
jako je kruËinka barvÌ¯sk· (Genista tinctoria) a janovec met-
lat˝ (Sarothamnus scoparius) (cit.3). V malÈ mÌ¯e jsou zastou-
peny i v ûitÏ a v˝robcÌch z nÏho, objevujÌ se i v pivu a bour-
bonu. NovÏ byly nalezeny i v rybÌzu a dalöÌm drobnÈm ovoci4.
SÛja obsahuje t¯i hlavnÌ isoflavonovÈ fytoestrogeny, jejichû
aglykony jsou daidzein, genistein a glycitein5. Formononetin
a biochanin A jsou hlavnÌmi isoflavony ËervenÈho jetele6.

Lignany jsou v nejr˘znÏjöÌch semenech, cel˝ch zrnech,
luscÌch zeleniny a v ovoci, ale p¯i technologickÈm zpracov·nÌ
vyuûÌvajÌcÌm modernÌ techniky mletÌ je obvykle frakce lig-
nan˘ oddÏlena spoleËnÏ se slupkami a vl·kninou. Z tohoto
d˘vodu nenÌ lidsk· strava na lignany p¯Ìliö bohat·. Nejd˘-
leûitÏjöÌm zdrojem lignan˘ jsou rostlinnÈ oleje, zejmÈna lnÏn˝
olej, kter˝ obsahuje7 v suöinÏ sekoisolariciresinol (SECO)

Obr. 1. Struktura vybran˝ch fytoestrogen˘ genisteinu (isoflavon), kumestrolu (kumestan), enterolaktonu (lignan) a resveratrolu (stilben)
v porovn·nÌ s p¯irozen˝m (estradiol) a syntetick˝m (diethylstilbestrol) estrogenem, antiestrogenem (tamoxifen) a ˙Ëinn˝m syntetick˝m
isoflavonem (ipriflavon)
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v koncentraci 0,8 mg.gñ1 vedleminoritnÌho matairesinolu; lnÏn·
semena obsahujÌ SECO kolem 3,7 a po odtuËnÏnÌ 5,5 mg.gñ1.
DalöÌm zdrojem lignan˘ je celozrnnÈ ûitnÈ peËivo nebo r˘znÈ
typy vl·kniny8,9 a byly nalezeny i v drobnÈm ovoci10. D¯Ìve se
p¯edpokl·dalo, ûe lignany jsou metabolity pouze vyööÌch rost-
lin, ale nynÌ se vÌ, ûe existujÌ i p¯irozenÈ savËÌ lignany, ente-
rodiol a enterolakton, kterÈ byly dok·z·ny v biologick˝ch
tekutin·ch lidÌ i zvÌ¯at.

AËkoliv byla z rostlin izolov·na ¯ada kumestan˘11, z hle-
diska estrogennÌ aktivity a obsahu v rostlinnÈm materi·lu
je nejd˘leûitÏjöÌ kumestrol, kter˝ je z·kladnÌm fytoestroge-
nem vojtÏöky (Medicago sativa) (cit.12). Pro ËlovÏka je opÏt
zdrojem kumestan˘ potrava, resp. vhodnÈ dietetickÈ doplÚky,
a to hlavnÏ klÌËky vojtÏöky s obsahem13 kumestrolu v suöinÏ
5,6 mg.gñ1.

Z deriv·t˘ stilbenu je nejd˘leûitÏjöÌ resveratrol, kter˝ je
nejvÌce obsaûen ve slupk·ch ËervenÈ rÈvy vinnÈ (Vitis vini-
fera). Jeho koncentrace ve öù·vÏ z ËervenÈho hrozna je14 od
6,3 do 15,3 mg.lñ1, zatÌmco pro bÌlÈ odr˘dy se hodnota pohy-
buje od 0,2 do 0,5 mg.lñ1.

3. Metabolismus a farmakokinetika

Isoflavony, lignany i stilbeny proch·zejÌ katabolismem
podobn˝m jak u lidÌ, tak u zvÌ¯at, zatÌmco metabolismus
kumestan˘ nebyl doposud pops·n.

Absorpce fytoestrogen˘ je zah·jena hydrol˝zou glykosid˘
st¯evnÌmi bakteri·lnÌmi β-glukosidasami, kyselinou chloro-
vodÌkovou v ûaludku nebo β-glukosidasami p¯Ìtomn˝mi v po-
travÏ15. Po absorpci v tenkÈm st¯evÏ jsou volnÈ aglykony
transformov·ny v j·trech na glukuronidy a sulfoglukuronidy.
Podle profilu konjug·t˘ vyluËovan˝ch moËÌ je prvnÌ zp˘sob,
tj. p¯es glukuron·ty, dominantnÌ16. Tyto konjug·ty jsou podob-
nÏ jako u endogennÌch estrogen˘ vyluËov·ny moËÌ a v menöÌ
mÌ¯e stolicÌ, rovnÏû p¯ech·zejÌ do ûluËi a dost·vajÌ se do
krevnÌho ¯eËiötÏ. Po vylouËenÌ do ûluËi mohou b˝t konju-
govanÈ fytoestrogeny znovu hydrolyzov·ny st¯evnÌmi bakte-
riemi. Dekonjugace pak m˘ûe vÈst k opakovanÈ absorpci
a degradaci v tenkÈm st¯evu17. Flavony inhibujÌ konjugaci
resveratrolu, a tÌm by mohly zvyöovat jeho biologickou dos-
tupnost18 pro organismus.

Daidzein je metabolizov·n19 na dihydrodaidzein, kter˝ se
d·le transformuje buÔ na equol nebo O-demethylangolensin
(ODMA). Schopnost produkovat oba tyto metabolity daidzei-
nu je individu·lnÌ a ud·v· se, ûe jen kolem 30ñ40 % populace
vyluËuje po pod·nÌ isoflavon˘ prokazatelnÏ equol20,21. Meta-
bolismus dÏtÌ v neonat·lnÌm vÏku neprodukuje equol v˘bec
dÌky nep¯Ìtomnosti odpovÌdajÌcÌ st¯evnÌ mikroflory22. Geni-
stein p¯ech·zÌ na dihydrogenistein, kter˝ je d·le metaboli-
zov·n na 6¥-hydroxy-ODMA, a koneËn˝m metabolitem je
p-ethylfenol. Ned·vno byla identifikov·na kyselina p-hydro-
xyfenyl-2-propionov· jako nov˝ metabolit genisteinu23. Rost-
linnÈ lignany SECO a matairesinol jsou lidsk˝mi st¯evnÌmi
bakteriemi p¯emÏnÏny na savËÌ lignany, enterolakton a entero-
diol24,25. D˘leûit˝m poznatkem je, ûe metabolismus fytoestro-
gen˘ je variabilnÌ a individu·lnÌ a z·visÌ na ¯adÏ faktor˘, jako
je pohlavÌ, st·¯Ì, f·ze menstruaËnÌho cyklu, d·vka, doba ex-
pozice apod.

M·lo je zn·mo o distribuci fytoestrogen˘ v r˘zn˝ch tk·-
nÌch. Po intravenosnÌm pod·nÌ daidzeinu krysÌm samc˘m byla

nalezena vysok· koncentrace daidzeinu v plazmÏ, j·trech,
plicÌch a ledvin·ch, st¯ednÌ v kosternÌm svalstvu, srdci a slezi-
nÏ a jen nÌzk· v mozku a varlatech26. Hladina genisteinu
v plazmÏ po or·lnÌm pod·nÌ krys·m byla vyööÌ u samc˘ neû
u samic a nejvyööÌ koncentrace genisteinu, jeho konjug·t˘
a metabolit˘ byla stanovena ve vagÌnÏ, dÏloze, vajeËnÌcÌch
a prostatÏ27. Koncentrace isoflavon˘ v j·trech, ledvin·ch a dÏ-
loze krys je zhruba 2 aû 5◊ vyööÌ neû v plazmÏ28.

U skupiny ûen v postmenopause29 a zdrav˝ch muû˘30 ve
vÏku 20ñ40 let bylo zjiötÏno, ûe v˝tÏûnost isoflavon˘ v moËi
byla vyööÌ, pokud byl pod·v·n tempeh, pokrm vyr·bÏn˝ ze
sÛjov˝ch fazolÌ fermentaËnÏ. To by mohlo naznaËovat, ûe
fermentace zvyöuje biologickou dostupnost isoflavon˘ sÛji.
V˝tÏûnost isoflavon˘ v moËi sledovanÈ skupiny zdrav˝ch
mlad˝ch ûen31 a muû˘32 po konzumaci sÛjovÈho mlÈka byla
v rozmezÌ 15ñ66 %. BÏhem tÏchto studiÌ, kterÈ trvaly jeden
mÏsÌc, poklesla v˝tÏûnost daidzeinu a genisteinu u ûen o 1/3,
zatÌmco u muû˘ byla tato hodnota st·l·. Pokud bylo sÛjovÈ
mlÈko pod·v·no kr·tkodobÏ, ûeny vyluËovaly vÌce genisteinu
a daidzeinu neû muûi33. Tyto v˝sledky naznaËujÌ moûnost
zmÏn v metabolismu isoflavon˘ u ûen vystaven˝ch dlouho-
dobÈ expozici, proto auto¯i rozöÌ¯ili z·bÏr dlouhodobÈ studie
i na sledov·nÌ equolu34. Potvrdili, ûe v˝tÏûnost daidzeinu a ge-
nisteinu po 4 t˝dnech kaûdodennÌ konzumace sÛji poklesne
u ûen o 31 aû 42 % a z·roveÚ se zkr·tÌ poloËas absorpce a vy-
luËov·nÌ. Naproti tomu v˝tÏûnost equolu v˝znamnÏ vzrostla
3 aû 100◊ a jeho poloËas vyluËov·nÌ vzrostl rovnÏû. Zd· se,
ûe chronick· expozice isoflavony zp˘sobÌ u ûen rychlejöÌ
metabolickou degradaci za vzniku neisoflavonov˝ch metabo-
lit˘ (equol). Zv˝öen· produkce equolu, silnÏjöÌho a dÈle p˘so-
bÌcÌho estrogenu, neû jsou isoflavony, m˘ûe mÏnit a maskovat
estrogennÌ potenci isoflavonov˝ch prekurzor˘ konzumova-
n˝ch v potravÏ.

D·le se uk·zalo35,36, ûe ûeny, kterÈ vyluËujÌ stolicÌ mÈnÏ
neû 1 % pod·vanÈho mnoûstvÌ isoflavon˘, vyluËujÌ i moËÌ jen
10ñ16 %. Druh· Ë·st ûen vyluËovala vyööÌ koncentrace isofla-
von˘ jak stolicÌ (5 %), tak moËÌ (27ñ32 %). Tato data podporujÌ
teorii o podstatn˝ch rozdÌlech v individu·lnÌch metabolis-
mech. P¯itom vyluËov·nÌ daidzeinu moËÌ bylo vûdy vyööÌ neû
v p¯ÌpadÏ genisteinu35, coû by podle autor˘ mohlo naznaËovat
lepöÌ biologickou dostupnost daidzeinu. Jin· studie rovnÏû
sledujÌcÌ skupinu zdrav˝ch muû˘37 popisuje vyööÌ v˝tÏûnost
pro daidzein (62 %) neû genistein (22 %). Ovöem podle tÏchto
autor˘, je to pr·vÏ genistein, kter˝ je efektivnÏji absorbov·n
z intestin·lnÌho traktu a zdrûuje se v enterohepat·lnÌ cirkulaci
dÈle, takûe m˘ûe p˘sobit silnÏji. D˘leûitÈ a zajÌmavÈ v˝sledky
p¯in·öÌ pr·ce45, zab˝vajÌcÌ se monitorov·nÌm isoflavon˘ v mo-
Ëi, plazmÏ a mate¯skÈm mlÈku po jednor·zovÈm a opako-
vanÈm pod·nÌ sÛjov˝ch fazolÌ. P¯Ìjem fytoestrogen˘ vyvolal
rychlou a na d·vce z·vislou odpovÏÔ v mate¯skÈm mlÈku,
maxim·lnÌ koncentrace isoflavon˘ bylo dosaûeno za 10ñ14
hodin a eliminace byla dokonËena za 2ñ4 dny. PodobnÏ jako
u moËi a plazmy i v mate¯skÈm mlÈce probÌhala eliminace ve
dvou vln·ch, ta druh· byla vyvol·na pravdÏpodobnÏ uvol-
nÏnÌm isoflavon˘ z enterohepat·lnÌ cirkulace. Tento proces se
ostatnÏ u metabolismu fytoestrogen˘ uplatÚuje Ëasto38. Jest-
liûe lze o metabolismu isoflavon˘ ¯Ìci, ûe je variabilnÌ, pak toto
tvrzenÌ platÌ v jeötÏ vÏtöÌ mÌ¯e pro lignany39. Muûi vyluËujÌ vÌce
enterolaktonu a mÈnÏ enterodiolu neû ûeny25 a lignany jsou
vyluËov·ny takÈ p¯edevöÌm moËÌ, a to ve formÏ konjug·t˘,
a d·le stolicÌ ve volnÈ, nekonjugovanÈ podobÏ29.
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4. SÛja jako zdroj fytoestrogen˘

Typick˝m zdrojem fytoestrogen˘ je potrava bohat· na sÛju
a jejÌ produkty40. V souvislosti s nemocÌ öÌlen˝ch krav stoup·
ve v˝ûivÏ v˝znam sÛjovÈho masa, nap¯. jako vhodnÈ n·hraûky
masov˝ch karban·tk˘ v ¯etÏzcÌch rychlÈho obËerstvenÌ. V Asii
se tÏöÌ znaËnÈ oblibÏ pokrmy vyr·bÏnÈ fermentacÌ sÛjov˝ch
fazolÌ, jako je nap¯. tempeh, miso nebo sÛjov· pasta, kterÈ
obsahujÌ isoflavony hlavnÏ ve formÏ voln˝ch aglykon˘. Obsah
fytoestrogen˘ v potravin·ch do znaËnÈ mÌry z·visÌ na tech-
nologickÈm zpracov·nÌ suroviny. NÏkte¯Ì auto¯i popisujÌ mÌr-
nÈ snÌûenÌ obsahu daidzeinu a genisteinu p¯i mletÌ sÛjov˝ch
fazolÌ5,41, jinÌ podobn˝ vliv nezaznamenali41. P¯i va¯enÌ se
daidzein a genistein nerozkl·dajÌ42, ale praûenÌ fazolÌ vyvol·v·
ztr·ty okolo 21 % pro genistein a 15 % pro daidzein. ZmrazenÈ
sÛjovÈ fazole obsahovaly o 20ñ30 % mÈnÏ genisteinu a daid-
zeinu ve srovn·nÌ s Ëerstv˝mi a rovnÏû skladov·nÌ syrov˝ch
fazolÌ zp˘sobilo42 pokles obsahu fytoestrogen˘ aû o 75 %.
V˝roba tofu neovlivÚuje obsah isoflavon˘42,43. Naopak p¯i
v˝robÏ sÛjov˝ch p·rk˘ nebo tofu jogurtu se snÌûÌ obsah fyto-
estrogen˘ aû desetkr·t. OdstranÏnÌ tuk˘ z pr·ökov˝ch
sÛjov˝ch surovin vede42 obvykle ke snÌûenÌ obsahu isoflavon˘
o 30ñ40 %. SÛjov˝ protein izolovan˝ extrakcÌ ethanolem obsa-
huje jen asi 50 % fytoestrogen˘ p˘vodnÏ v sÛje p¯Ìtomn˝ch44.

VÏtöina autor˘ se p¯ikl·nÌ k n·zoru, ûe hlavnÌm d˘vodem
rozdÌlnÈ koncentrace fytoestrogen˘ v podobn˝ch potravin·ch
(tab. I) je nutno hledat v p˘vodu vstupnÌ suroviny, neboù nap¯.
sÛjovÈ fazole z Japonska a USA majÌ zhruba stejn˝ obsah
daidzeinu, ale liöÌ se aû o 27 % v obsahu genisteinu. DalöÌm
faktorem m˘ûe b˝t doba skladov·nÌ potravin v obchodech,
klimatickÈ a pÏstebnÌ podmÌnky a vegetaËnÌ zralost rostlinnÈ
suroviny.

O tom, kolik fytoestrogen˘ p¯ijÌm· ËlovÏk s potravou,
rozhodujÌ v prvÈ ¯adÏ tradiËnÌ n·rodnÌ zvyky. VÏtöina asijskÈ
populace konzumuje 20ñ80 mg genisteinu za den, zatÌmco
p¯Ìjem genisteinu v USA ËinÌ pouze 1ñ3 mg dennÏ53. DalöÌm
nezanedbateln˝m vlivem je skladba potravy v r˘zn˝ch die-
t·ch. Ti lidÈ, kte¯Ì up¯ednostÚujÌ makrobiotickou stravu, vylu-
ËujÌ moËÌ 4◊ vÌce fytoestrogen˘ neû laktovegetari·ni, a ti zase
asi 2◊ vÌce neû konzumenti jak ûivoËiönÈ, tak i rostlinnÈ
stravy54.

5. ⁄Ëinek fytoestrogen˘ na lidskÈ zdravÌ

ProkazatelnÏ niûöÌ v˝skyt n·dorov˝ch onemocnÏnÌ prs˘,
vajeËnÌk˘, dÏlohy a prostaty v asijsk˝ch zemÌch ve srovn·nÌ
se  z·padnÌ civilizacÌ  se zd· b˝t zp˘soben  spÌöe  ûivotnÌm
stylem neû geneticky55,56. A protoûe tradiËnÌ asijsk· kuchynÏ
je bohat· na luötÏniny a sÛju obzvl·ötÏ, vyvolalo jednoduchÈ
konstatov·nÌ, ûe pravdÏpodobnost v˝skytu n·dor˘ je aû 20◊
niûöÌ, obrovskou vlnu z·jmu o isoflavony. Podobn˝ z·jem
vyvolal i resveratrol v souvislosti s tzv. francouzsk˝m para-
doxem, tj. niûöÌ ˙mrtnostÌ na koron·rnÌ a srdeËnÌ nemoci
a urËitÈ druhy rakoviny ve Francii. ⁄Ëinek fytoestrogen˘ po-
kr˝v· spektrum potenci·lnÌch mechanism˘, kterÈ mohou na-
konec vÈst k estrogennÌmu nebo antiestrogennÌmu efektu na
metabolismus, a to v z·vislosti na ¯adÏ faktor˘, jako je jejich
koncentrace, koncentrace endogennÌch estrogen˘, typ recep-
toru a d·le na individu·lnÌch charakteristik·ch subjekt˘, jako
je pohlavÌ, vÏk atd.

Tabulka I
Obsah daidzeinu a genisteinu v sÛje a r˘zn˝ch potravin·ch
vyroben˝ch ze sÛjia

Potravina Daidzein Genistein Lit.
[mg.kgñ1] [mg.kgñ1]

Fazoleb 1001 1023 45
Fazoleb 676 940 45
Fazole 1006 1382 45
Fazolec 848 1105 45
Fazole 1355 2676 44,47
Fazolec 941 1426 44,47
Mouka 654 1122 45
Mouka 412 969 44,47
Mouka 674 969 48
Mouka 789 1069 42
Mouka 658ñ742 837ñ939 43
Mouka 406 516 49
Karban·tek 26 83 44,47
LupÌnky 1165 1951 50
LupÌnky 419 1411 51
LupÌnky 721 1222 52
Tofu 113 166 45
Tofu 238 245 44,47
Tofu 76ñ97 187ñ216 46
Tofu 644 727 49
Tofu 258 377 42
Tofu 438ñ1036 910ñ1420 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
Parmez·n 26 6 44,47
»edar 83 62 44,47
Protein 1 89 373 44,47
Protein 2 191 640 44,47
P·rky 55 129 44,47

a Vztaûeno na suöinu, b stejn· surovina, n·kup kvÏten 93
a leden 94, c praûenÈ

Fytoestrogeny jsou slabÈ estrogeny s in vivo aktivitou 100
aû 1000◊ slaböÌ neû estradiol57ñ59, ale mohou b˝t v tÏle p¯Ìtom-
ny v koncentracÌch aû 100◊ vyööÌch neû endogennÌ estroge-
ny53,60. EndogennÌ receptory existujÌ ve dvou subtypech: dlou-
hou dobu zn·m˝ typ ERa a v roce 1996 objeven˝ typ ERb.
EstrogennÌ afinita61 je pro oba subtypy r˘zn·: estradiol>>
kumestrol>genistein>daidzein>biochanin A>for- mononetin»

ipriflavon pro ERa a estradiol>>genistein» kumestrol>daid-
zein>biochanin A>formononetin pro ERb. Genistein m· k re-
ceptoru ERb asi 7◊ vyööÌ afinitu62 neû k receptoru ERa. Resve-
ratrol m· stejnou afinitu k obÏma typ˘m receptor˘63.

Ovöem ˙Ëinek fytoestrogen˘ se nemusÌ projevovat pouze
prost¯ednictvÌm estrogennÌch receptor˘, ale mohou ovlivÚo-
vat r˘znÈ enzymy, syntÈzu protein˘, transport v·pnÌku, oxi-
daci lipid˘, diferenciaci bunÏk nebo ˙Ëinek r˘stov˝ch faktor˘.
BiosyntÈza a ˙Ëinky lignan˘64 a syntÈza a ˙Ëinky resveratro-
lu65 byly ned·vno p¯edmÏtem refer·tov˝ch Ël·nk˘.
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5 . 1 . K a r d i o v a s k u l · r n Ì o n e m o c n Ï n Ì

ObecnÏ je p¯ijÌm·no tvrzenÌ, ûe niûöÌ n·r˘st kardiovasku-
l·rnÌch onemocnÏnÌ asijskÈ populace je v˝sledkem vysokÈho
p¯Ìjmu fytoestrogen˘ v potravin·ch66. Ovöem je nutnÈ p¯ipustit
jistÈ zkreslenÌ, protoûe se mohou uplatÚovat i jinÈ vlivy, jako
nap¯. niûöÌ obsah nasycen˝ch tuk˘ v potravÏ asijsk˝ch n·rod˘.
SubstituËnÌ hormon·lnÌ lÈËba (HRT) znatelnÏ sniûuje riziko
˙mrtÌ ûen v postmenopause na kardiovaskul·rnÌ onemocnÏnÌ
(aû o 50 %) a rovnÏû sniûuje i celkovou ˙mrtnost67. Ovöem po
zhruba 10 letech se vliv na celkovou ˙mrtnost ztr·cÌ, protoûe
vzr˘st· pravdÏpodobnost ˙mrtÌ na rakovinu prs˘ vyvolanou
dlouhodob˝m p˘sobenÌm HRT. NÏkolik epidemiologick˝ch
studiÌ ukazuje na snÌûenÌ nebezpeËÌ srdeËnÌch onemocnÏnÌ
a moûnou kardioprotektivnÌ roli fytoestrogen˘ pro ûeny v post-
menopause68ñ70.

Fytoestrogeny mohou mÌt pozitivnÌ vliv na srdeËnÌ one-
mocnÏnÌ i prost¯ednictvÌm sniûov·nÌ koncentrace lipid˘ a li-
poprotein˘ v plazmÏ. Sniûov·nÌ hladiny cholesterolu u zvÌ-
¯at sÛjov˝mi proteiny je zn·mÈ uû delöÌ dobu, ale u ËlovÏka
byl tento vliv pops·n ned·vno71. NejvyööÌ ˙Ëinek byl zazna-
men·n u tÏch dobrovolnÌk˘, kte¯Ì mÏli na zaË·tku pokusu
nejvyööÌ hladinu cholesterolu. To m˘ûe b˝t d˘vod, proË jinÈ
studie72ñ77 vliv fytoestrogen˘ na sniûov·nÌ cholesterolu ne-
nalezly. Ani pozitivnÌ v˝sledky dalöÌch pokus˘ nep¯inesly
jednoznaËnou odpovÏÔ, neboù v nÏkolika p¯Ìpadech byly p¯i-
ps·ny öpatnÈmu v˝bÏru a velikosti sledovanÈ skupiny osob,
p¯ÌpadnÏ jin˝m sloûk·m pod·vanÈho p¯Ìpravku neû isoflavo-
n˘m78.

Isoflavony sÛji mohou stabilizovat79 LDL lipoproteiny
proti oxidaci, o nÌû se p¯edpokl·d·, ûe probÌh· v arteriÌch a je
povaûov·na za jednu z moûn˝ch p¯ÌËin vzniku aterosklerosy.
Kumestrol je ˙ËinnÏjöÌ inhibitor oxidace neû 17β-estradiol80,
zatÌmco isoflavony byly ˙ËinnÈ mÈnÏ. Pro kombinaci kumes-
trol-kvercetin byl pops·n synergick˝ efekt, kter˝ byl ale menöÌ
neû pro dvojici equol-kvercetin81. Fytoestrogeny jsou v po-
slednÌ dobÏ studov·ny i jako zachycovaËe voln˝ch radik·l˘.
V pop¯edÌ z·jmu stojÌ hlavnÏ resveratrol, ˙Ëinn˝ zejmÈna proti
hydroxylov˝m radik·l˘m82, a genistein a equol, jejichû ak-
tivita je srovnateln· s kvercetinem81. Synergick˝m efektem je
takÈ moûno vysvÏtlit ten fakt, ûe komplex fenolick˝ch l·tek
izolovan˝ z ËervenÈho vÌna mÏl p¯i stejnÈm d·vkov·nÌ vyööÌ
antioxidaËnÌ aktivitu neû resveratrol s·m83. Velice nadÏjnÈ
z·vÏry o p¯ÌmÈm vlivu fytoestrogen˘ sÛji na potlaËenÌ atero-
sklerosy opic p¯inesla studie84, ve kterÈ prepar·t s isoflavony
v˝raznÏ potlaËil rozvoj aterosklerosy, kter˝ nebylo moûno
vysvÏtlit pouh˝m snÌûenÌm hladiny cholesterolu v plazmÏ.
Vezme-li se v ˙vahu, ûe isoflavony zlepöujÌ vasodilataci u ûen
v postmenopause75,85, jsou jasn˝mi kandid·ty pro ˙Ëinnou
prevenci aterosklerosy.

5 . 2 . N · d o r o v · o n e m o c n Ï n Ì

V populaci se z·padnÌm ûivotnÌm stylem je n·r˘st one-
mocnÏnÌ rakovinou prs˘, vajeËnÌk˘, dÏlohy a prostaty nej-
vyööÌ, zatÌmco u asijskÈ populace je prokazatelnÏ nejniûöÌ56,57.
V souËasnÈ dobÏ je rakovina prs˘ nejËastÏjöÌ n·dorovÈ one-
mocnÏnÌ ûen v USA a podle poËtu ˙mrtÌ na onkologickÈ
choroby jÌ pat¯Ì druhÈ mÌsto86. V˝znam fytoestrogen˘ v pre-
venci rakoviny prs˘ jasnÏ dokumentuje studie zahrnujÌcÌ 144
ûen s novÏ diagnostikovan˝m onemocnÏnÌm, u kter˝ch byly

plazma a moË analyzov·ny jeötÏ p¯ed zaË·tkem terapie87.
Uk·zalo se, ûe u ûen s vysok˝m obsahem hlavnÏ equolu
a enterolaktonu je podstatnÏ niûöÌ riziko vzniku a rozvinutÌ
rakoviny prs˘. Pro ûeny v postmenopause je charakteristickÈ,
ûe ty, kterÈ onemocnÏly rakovinou prs˘, vyluËujÌ moËÌ pod-
statnÏ menöÌ mnoûstvÌ lignan˘ neû ûeny zdravÈ, aù uû jsou
jejich stravovacÌ n·vyky jakÈkoliv60,88. Nejd˘leûitÏjöÌmi mar-
kery byly shled·ny pr·vÏ equol a enterolakton60. ZajÌmavÈ je,
ûe AsiatÈ, kte¯Ì po p¯esÌdlenÌ do USA p¯ebÌrajÌ mÌstnÌ stra-
vovacÌ n·vyky, ztr·cejÌ svoji p¯irozenou ochranu proti rako-
vinÏ86 bÏhem 1ñ2 generacÌ89. U muû˘ se p¯epokl·d·, ûe fytoes-
trogeny mohou mÌt protektivnÌ ˙Ëinek proti rakovinÏ pro-
staty90. EpidemiologickÈ studie ukazujÌ, ûe v˝skyt rakoviny
prostaty u AfroameriËan˘ je 125◊ vyööÌ neû u ËÌnsk˝ch mu-
û˘91. PravdÏpodobnost vzniku rakoviny prostaty je snÌûena aû
na 50 %, je-li vÌce neû 5◊ t˝dnÏ konzumov·no tofu, jak
prok·zala japonsk· studie92. AsijötÌ muûi majÌ vyööÌ hladinu
fytoestrogen˘ v plazmÏ a v moËi93,94 i v sekretu prostatick˝ch
ûl·z95, coû je v souladu s teoriÌ o preventivnÌ roli tÏchto
rostlinn˝ch l·tek. I muûi z oblasti kolem St¯edozemnÌho mo¯e
jsou vÌce  chr·nÏni96 proti  rakovinÏ prostaty dÌky  lepöÌmu
sloûenÌ potravy. RovnÏû pokusy in vitro podporujÌ teorii, ûe
fytoestrogeny (biochanin A, daidzein a genistein) jsou diete-
tickÈ ochrannÈ l·tky proti rakovinÏ prostaty97.

Konzumace sÛji a sÛjov˝ch v˝robk˘ vykazuje negativnÌ
korelaci i s v˝skytem jin˝ch karcinom˘, neû jsou n·dory
endokrinnÌho systÈmu. Tak tofu potlaËuje riziko vzniku rako-
viny ûaludku u japonskÈ populace98 a rakoviny plic ËÌnsk˝ch
muû˘99. DennÌ konzumace misa je spojena se snÌûenÌm prav-
dÏpodobnosti vzniku rakoviny ûaludku u japonsk˝ch muû˘100.
»ÌÚanÈ, jejichû roËnÌ spot¯eba sÛjov˝ch fazolÌ je vyööÌ neû
5 kg, jsou o 40 % mÈnÏ ohroûeni rakovinou ûaludku101. Kon-
zumace sÛjov˝ch v˝honk˘ a tofu vyööÌ neû 9 kg za rok ve
srovn·nÌ s d·vkou menöÌ neû 2 kg za rok sniûuje nebezpeËÌ
vzniku kolorekt·lnÌho karcinomu102.

Z·vÏry epidemiologick˝ch studiÌ a pokus˘ na zvÌ¯atech
nejsou bohuûel jednoznaËnÏ podpo¯eny experimenty s bunÏË-
n˝mi kulturami, aËkoliv je efekt in vitro fytoestrogen˘ na r˘st
n·dorov˝ch bunÏk zkoum·n d˘kladnÏ za r˘zn˝ch experimen-
t·lnÌch podmÌnek. Ve vÏtöinÏ pracÌ je sice pops·n inhibiËnÌ
efekt fytoestrogen˘, ale v ¯adÏ p¯Ìpad˘ je inhibice dosaûeno aû
p¯i koncentracÌch ¯·dovÏ p¯esahujÌcÌch fyziologickÈ hladiny.
Tak kup¯Ìkladu genistein vykazoval antiestrogennÌ efekt a in-
hiboval57,103proliferaci bunÏk linie MCF-7 n·dor˘ prs˘ in vitro
p¯i koncentraci vyööÌ neû 10 µM. Pokud se koncentrace geni-
steinu pohybovala ve fyziologickÈm rozmezÌ (1 nM aû 10 µM),
pak naopak r˘st bunÏk MCF-7 stimuloval. P¯i posuzov·nÌ
vlivu fytoestrogen˘ by se nemÏlo zapomÌnat na to, ûe jako
slabÈ estrogeny budou za jist˝ch podmÌnek vûdy stimulovat
proliferaci bunÏk a genovou expresi. Jako d˘leûit· podmÌnka
m˘ûe totiû vystupovat nap¯. p¯Ìtomnost estradiolu, kter˝ je
bÏûnÏ nach·zen u ûen i muû˘ ve vöech f·zÌch ûivotnÌho cyklu.
DalöÌ d˘leûitou okolnostÌ m˘ûe b˝t zvolen˝ typ n·dorov˝ch
liniÌ pouûit˝ch k experiment˘m. NicmÈnÏ v˝sledky dvou po-
kus˘ in vivo z poslednÌ doby na zvÌ¯atech mohou z·sadnÏ
ovlivnit orientaci dalöÌch pracÌ v tÈto oblasti a moûn· i otev¯Ìt
odliön˝ pohled na roli fytoestrogen˘. Jestliûe byl pod·v·n
genistein samicÌm myöÌ, kter˝m byly subkut·nnÏ implanto-
v·ny n·dorovÈ buÚky MCF-7, pak rychlost r˘stu n·dor˘ v tÈto
skupinÏ byla vyööÌ neû ve skupinÏ kontrolnÌ103. Pokud byl
genistein pod·v·n b¯ezÌm samicÌm myöÌ, pak urychloval po-
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dobnÏ jako estradiol ve stejnÈ d·vce pohlavnÌ zralost ml·Ôat-
-samic104 a, co je velmi d˘leûitÈ, zvyöoval u nich poËet center
malignÌ transformace v mlÈËnÈ ûl·ze. Auto¯i odvozujÌ, ûe
expozice fytoestrogeny v tÏhotenstvÌ zvyöuje riziko vzniku
karcinomu mlÈËnÈ ûl·zy mezi potomky-dcerami. V porovn·nÌ
s tÌm p¯ineslo sledov·nÌ 48 ûen, kterÈ trpÏly benignÌmi i ma-
lignÌmi tumory prs˘, v˝sledky zcela neoËek·vanÈ; fytoestro-
geny stimulovaly proliferaci zdrav˝ch bunÏk tk·nÏ mlÈËnÈ
ûl·zy105.

⁄Ëinky fytoestrogen˘  na  r˘znÈ karcinomy mohou b˝t
p¯ips·ny ¯adÏ mechanism˘. Jednak se jistÏ uplatÚuje jak jejich
estrogennÌ aktivita, tak antiestrogennÌ, kter· p¯evaûuje za p¯Ì-
tomnosti endogennÌch estrogen˘. KoneËnÏ inhibice bunÏk
MCF-7 vysok˝mi koncentracemi fytoestrogen˘ je pravdÏpo-
dobnÏ zcela nez·visl· na interakci s ER106. V tÏchto i dalöÌch
p¯Ìpadech se klÌËov˝m mechanismem st·v· inhibice enzym˘,
kterÈ jsou spojeny s r˘stem bunÏk (ornithindekarboxylasa,
proteintyrosinkinasa a DNA-topoisomerasy), nebo enzym˘
¯ÌdÌcÌch produkci estronu z androgen˘ (aromatasa).

Isoflavony, speci·lnÏ genistein, jsou inhibitory107,108 pro-
teintyrosinkinasy. Genistein d·le sniûuje r˘st, indukuje dife-
renciaci a inhibuje proliferaci leukemick˝ch bunÏk a melano-
m˘109,110. Biochanin A a genistein majÌ cytotoxick˝ efekt na
karcinom ûaludku a tenkÈho st¯eva111 a podle nejnovÏjöÌch
v˝sledk˘ se pravdÏpodobnÏ p¯i inhibici kolorekt·lnÌho karci-
nomu  uplatÚuje  i mechanismus  aktivace  enzym˘,  jako  je
NADPH-chinonreduktasa, kter· chr·nÌ buÚky proti mutagen-
nÌmu a karcinogennÌmu ˙Ëinku voln˝ch radik·l˘. Po¯adÌ akti-
vace bylo: enterolakton>genistein>>biochanin A>>kume-
strol112. DNA-topoisomerasy katalyzujÌ topologickÈ zmÏny
v DNA a jsou nezbytnÈ pro replikaci DNA. Genistein in-
hibuje113 jak topoisomerasu I, tak II v koncentracÌch okolo
7ñ20 µM. Aromatasa katalyzuje rychlost urËujÌcÌ stupeÚ v syn-
tÈze estrogen˘, a proto jsou jejÌ inhibitory schopny modifiko-
vat hladinu estrogen˘ u ûen. Isoflavony obecnÏ jsou slaböÌmi
inhibitory aromatasy neû flavony114 a jejich aktivita je r˘zn·
v z·vislosti na zdroji enzymu.

Za 20 let mapov·nÌ v˝skytu n·dorov˝ch onemocnÏnÌ je
vidÏt markantnÌ n·r˘st kolorekt·lnÌho karcinomu bez rozdÌlu
pohlavÌ, karcinomu prostaty u muû˘ a karcinomu prs˘ a dÏlohy
u ûen. Tento trend je d·v·n do p¯ÌmÈ souvislosti se zvyöov·nÌm
podÌlu tuk˘ a masa v potravÏ a tvo¯Ì z·klad strategie prevence
rakoviny cestou zvyöov·nÌ dennÌ konzumace zeleniny, ovoce
a vl·kniny.

5 . 3 . O s t e o p o r o s a , s y m p t o m y
m e n o p a u s y , a n g i o g e n e s e
a m e t a b o l i s m u s e s t r o g e n ˘

PostupnÈ ¯ÌdnutÌ kostÌ je p¯irozen˝m fyziologick˝m pro-
jevem st·¯Ì a souvisÌ se snÌûenÌm produkce steroid˘ v organis-
mu. Protoûe Ëetnost zlomenin krËk˘ Ëi z·pÏstÌ je niûöÌ v Asii
neû ve vÏtöinÏ z·padnÌch zemÌ115, opÏt to je konzumace fyto-
estrogen˘, na kterou je kladen d˘raz. Riziko postmenopaus·lnÌ
osteoporosy ûen sniûuje hormon·lnÌ lÈËba116,117, aËkoliv nenÌ
doposud jasnÈ, jak˝m mechanismem. Proto se p¯edpokl·d·,
ûe fytoestrogeny jako slabÈ estrogeny by mohly p˘sobit pre-
ventivnÏ proti osteoporose. Nep¯Ìm˝ d˘kaz tÈto teorii posky-
tuje i fakt, ûe ipriflavon v dennÌ d·vce 200ñ600 mg zvyöuje
hmotnost kostÌ117. Doposud publikovanÈ pr·ce zatÌm nep¯i-
n·öejÌ p¯Ìliö optimistickÈ z·vÏry. Sledov·nÌ 67 holandsk˝ch

ûen v postmenopause po dobu 10 let nepotvrdilo preventivnÌ
efekt nÌzkÈ dlouhodobÈ expozice fytoestrogeny118. Fytoestro-
geny ovöem mohou p¯ispÌvat k prevenci osteoporosy i jin˝mi
cestami neû interakcemi s ER. P¯ednÏ jsou potraviny ze sÛji
dobr˝m zdrojem v·pnÌku a d·le mohou isoflavony aû o 50 %
sniûovat ztr·ty v·pnÌku vyluËovanÈho moËÌ119. Pro jedno-
znaËnÈ konstatov·nÌ o vlivu fytoestrogen˘ na osteoporosu
zatÌm chybÌ dostatek experiment·lnÌch ˙daj˘. Bylo by nebez-
peËnÈ odvozovat jejich ˙Ëinky pouze na z·kladÏ aktivity ipri-
flavonu, jehoû jednÌm metabolitem je daidzein120. NavÌc tera-
peuticky ˙ËinnÈ d·vky ipriflavonu mnohon·sobnÏ p¯evyöujÌ
re·lnou hladinu isoflavon˘ dosaûitelnou pouhou konzumacÌ
potravin ze sÛji.

N·stup menopausy doprov·zÌ ¯ada symptom˘, z nichû
n·valy horka jsou nejmÈnÏ p¯ÌjemnÈ a jsou popisov·ny jako
mÈnÏ ËastÈ u japonsk˝ch ûen neû u kanadsk˝ch121 a souËasnÏ
pouze 4 % japonsk˝ch ûen v postmenopause uûÌv· HRT ve
srovn·nÌ se 30 % ûen v USA (cit.122). AËkoliv mohou b˝t
rozdÌly v symptomech menopausy ûen r˘zn˝ch etnik vyvol·ny
r˘zn˝mi faktory, nÏkte¯Ì odbornÌci123 je p¯iËÌtajÌ dietetick˝m
fytoestrogen˘m. ProzatÌm bylo publikov·no pouze nÏkolik
pr·cÌ124ñ126sledujÌcÌch Ëetnost n·val˘ v z·vislosti na pod·v·nÌ
fytoestrogen˘ a ani jedna z nich jednoznaËnÏ pozitivnÌ vliv
nepotvrzuje.

Fytoestrogeny jsou schopny potlaËit angiogenesi127, kter·
se projevuje abnorm·lnÌm bujenÌm krevnÌch cÈv, nejËastÏji
kapil·r v nose, plicÌch, gastrointestin·lnÌm traktu nebo na k˘ûi.
Z tohoto pohledu se jevÌ jako perspektivnÌ genistein, u nÏhoû
byl prok·z·n zpomalujÌcÌ efekt na r˘st endothelu bunÏk
krevnÌch kapil·r izolovan˝ch z hovÏzÌho mozku128.

ObecnÏ je p¯ijÌm·n n·zor, ûe ËÌm je delöÌ doba, po kterou
je ûena vystavena ˙Ëinku estrogen˘, tÌm je vyööÌ pravdÏpo-
dobnost vzniku rakoviny prs˘, vajeËnÌk˘ a dÏlohy. Protoûe jen
asi 5 % vöech p¯Ìpad˘ rakoviny je moûno p¯isoudit genetick˝m
dispozicÌm, mohla by mÌt protektivnÌ ˙Ëinek dieta cestou
snÌûenÌ koncentrace endogennÌch estrogen˘, neboù hladina
estrogen˘ je u pacientek s rakovinou prs˘ ve srovn·nÌ se
zdravou populacÌ vyööÌ129. ZatÌm jen relativnÏ m·lo pracÌ se
zab˝valo vlivem fytoestrogen˘ na hladinu endogennÌch estro-
gen˘ a hormon˘, a to jeötÏ nejsou jejich v˝sledky zcela konzis-
tentnÌ. ZatÌmco jedni auto¯i potvrzujÌ po konzumaci sÛjov˝ch
isoflavon˘130 pokles koncentrace estradiolu, jinÌ nalezli131 na-
opak n·r˘st. Z·vÏry sledov·nÌ132 12 ûen v premenopause po
dobu 100 dn˘ lze povaûovat za velice z·vaûnÈ. Pod·nÌ isofla-
von˘ snÌûilo koncentraci vyluËovanÈho estradiolu, estronu
a estriolu stejnÏ jako jejich genotoxick˝ch metabolit˘ 16α-hy-
droxyestronu, 4-hydroxyestrenonu a 4-hydroxyestradiolu. V˝-
sledky ukazujÌ, ûe isoflavony sÛji skuteËnÏ potlaËujÌ syntÈzu
estrogen˘ a mÏnÌ jejich metabolismus smÏrem od genotoxic-
k˝ch metabolit˘ k metabolit˘m inaktivnÌm.

6. Z·vÏr

P¯es obrovsk˝ z·jem o fytoestrogeny a jejich ˙Ëinky na
lidskÈ zdravÌ (47 refer·tov˝ch Ël·nk˘ v roce 2000, 46 do
listopadu 2001) st·le jeötÏ existujÌ  nezodpovÏzenÈ  ot·zky
a novÈ v˝sledky b·d·nÌ p¯in·öejÌ novÈ problÈmy. I kdyû zatÌm
nelze doporuËit nÏjakou optim·lnÌ dennÌ d·vku fytoestrogen˘,
zd· se, ûe vÏtöinov˝ n·zor odbornÌk˘ je, ûe jejich p¯Ìzniv˝ vliv
na lidskÈ zdravÌ p¯evaûuje nad moûn˝mi riziky.
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J. Moravcov·a and T. Kleinov·b (aDepartment of Chemi-
stry of Natural Compounds, Institute of Chemical Technology
Prague, bResearch Institute of Animal Production, Prague):
Phytoestrogens in Nutrition ñ 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. ⁄vod

V r·mci celosvÏtovÈho trendu ochrany ûivotnÌho prost¯edÌ
jsme se zamÏ¯ili na p¯Ìpravu doporuËen˝ch dat pro nÏkterÈ
fyzik·lnÏ-chemickÈ vlastnosti organick˝ch polutant˘. Z ¯ady
fyzik·lnÏ-chemick˝ch vlastnostÌ, kterÈ ¯ÌdÌ osud l·tek v ûivot-
nÌm prost¯edÌ, jsme zvolili tlak nasycen˝ch par nad tuhou a ka-
palnou f·zÌ. Ten urËuje distribuci l·tky mezi vodu a vzduch,
dvÏ ze Ëty¯ nejd˘leûitÏjöÌch Ë·stÌ, na nÏû se ûivotnÌ prost¯edÌ
v obecn˝ch p¯edstav·ch dÏlÌ.

V otev¯enÈ, tedy ve¯ejnÏ p¯ÌstupnÈ literatu¯e, je k dispozici
nÏkolik datov˝ch kompendiÌ, datab·zÌ a monografiÌ doprov·-
zen˝ch sbÌrkami dat, kterÈ uv·dÏjÌ ˙daje tlaku nasycen˝ch par
nejËastÏji ve formÏ parametr˘ korelaËnÌ rovnice pro nÏkolik
tisÌc l·tek. MenöÌ Ë·st z uveden˝ch dÏl obsahuje zhodnocen·
data, kter· p¯edstavujÌ jedineËn˝ ˙daj obvykle vznikl˝ kritic-
k˝m rozborem a posouzenÌm nÏkolika z literatury p¯evzat˝ch
˙daj˘. Jin· obsahujÌ pouh˝ v˝Ëet hodnot p¯evzat˝ch vÏtöinou
z p˘vodnÌch Ëasopiseck˝ch pracÌ. V˝Ëet ˙daj˘ postr·d· jakÈ-
koli kritickÈ zhodnocenÌ, coû v˝raznÏ omezuje vyuûitÌ; v ¯adÏ
p¯Ìpad˘ se uveden· data v˝znamnÏ liöÌ, a bez hlubok˝ch
znalostÌ a zkuöenostÌ a p¯ÌpadnÏ bez pomoci dalöÌch termody-
namick˝ch ˙daj˘ je obtÌûnÈ vybrat spr·vnou hodnotu. Typic-
k˝m p¯edstavitelem tÈto skupiny dÏl jsou dvÏ datov· kompen-
dia velmi Ëasto vyuûÌvan· a citovan· specialisty na problema-
tiku ûivotnÌho prost¯edÌ: Howard1 a Mackay a spol.2

Na p¯Ìkladu 1,4-dichlorbenzenu uk·ûeme, jak rozdÌlnÈ
˙daje o tlaku nasycen˝ch par je moûnÈ nalÈzt ve dvou zmÌnÏ-
n˝ch datov˝ch kompendiÌch. ZatÌmco Handbook of Environ-
mental Fate and Exposure Data for Organic Chemicals1 uv·dÌ
p¯i teplotÏ 25 ∞C jedinou hodnotu 1,76 torr (235 Pa), Illustra-
ted Handbook of Physical-Chemical Properties and Environ-
mental Fate for Organic Chemicals2 ud·v· 15 vz·jemnÏ
znaËnÏ odliön˝ch hodnot v rozmezÌ od 48 do 266 Pa. Roh·Ë
a spol.3 uv·dÌ hodnotu 136 Pa zÌskanou simult·nnÌm zpraco-
v·nÌm vlastnÌch a liter·rnÌch dat tlaku nasycen˝ch par a ter-
m·lnÌch veliËin. Auto¯i ani jednoho z obou citovan˝ch kom-
pendiÌ1,2 neuv·dÏjÌ û·dn˝ z p¯Ìm˝ch experiment·lnÌch ˙daj˘
tlaku nasycen˝ch par, kterÈ ve svÈm zpracov·nÌ pouûili Roh·Ë
a spol.3 Data tlaku nasycen˝ch par z kompendia Mackay
a spol.2 jsou uvedena v tabulce I.

Pro p¯Ìpravu dat jsme zvolili cestu experiment·lnÌho sta-
novenÌ hodnot tlaku nasycen˝ch par a nÏkter˝ch term·lnÌch
veliËin s vyuûitÌm adekv·tnÌch metodik a zpracov·nÌ vlastnÌch
a z literatury p¯evzat˝ch dat pomocÌ exaktnÌch vztah˘. V˝sled-
kem jsou pak doporuËen· data uv·dÏjÌcÌ jedin˝ ˙daj doprov·-
zen˝ zhodnocenÌm jeho kvality vyj·d¯enÈ obvykle relativnÌ
nebo absolutnÌ chybou ˙daje.

2. StudovanÈ l·tky

P¯i v˝bÏru studovan˝ch l·tek jsme se ¯Ìdili aktu·lnÌ pot¯eb-
nostÌ dat. StudovanÈ l·tky byly vybÌr·ny z nÏkolika seznam˘
prioritnÌch kontaminant˘4ñ7. P¯i v˝bÏru jsme d·le zjiöùovali,
jak· data jsou pro l·tky v literatu¯e dostupn·, jak· je kvalita
dat, jak˝ je vz·jemn˝ rozptyl dat v p¯Ìpadech, kdy byla k dis-
pozici data z r˘zn˝ch liter·rnÌch pramen˘. V neposlednÌ ¯adÏ
jsme posuzovali takÈ dostupnost l·tek v mnoûstvÌ dostateËnÈm
pro naöe experimenty. Vöechny n·mi dosud studovanÈ l·tky
jsou syntetick˝mi produkty a do ûivotnÌho prost¯edÌ se dost·-
vajÌ vlivem lidskÈ Ëinnosti. Dosud byly studov·ny tyto skupi-
ny l·tek: chlorbenzeny (1,2-, 1,3-, 1,4-dichlorbenzen, 1,2,3-,
1,2,4-, 1,3,5-trichlorbenzen, pentachlorbenzen), estery kyse-
liny ftalovÈ (dimethyl, diethyl, dibutyl, benzylbutyl, bis(2-
-ethylhexyl)), monochlorfenoly (2-, 3-, 4-chlorfenol) a me-
thylaniliny (2-, 3-, 4-methylanilin).

3. Pouûit· za¯ÌzenÌ

3 . 1 . M Ï ¯ e n Ì t l a k u n a s y c e n ˝ c h p a r

Tlak nasycen˝ch par byl mÏ¯en na t¯ech r˘zn˝ch pracoviö-
tÌch t¯emi r˘zn˝mi metodami: statickou metodou v rozmezÌ
tlak˘ 1 Pa aû 56 kPa, dynamickou metodou v tlakovÈm inter-
valu od 3 do 105 kPa a Knudsenovou efuznÌ metodou v tlako-
vÈm intervalu od 0,1 do 1 Pa. UvedenÈ metody jsou komple-
ment·rnÌ v mÏ¯enÈm tlakovÈm rozmezÌ.

Pro mÏ¯enÌ statickou metodou byla pouûita aparatura po-
staven· na ⁄stavu fyzik·lnÌ chemie VäCHT Praha8,9, ned·vno
v˝raznÏ modernizovan·10,11, pro jejÌû konstrukci slouûila ja-
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Tabulka I
Tlak nasycen˝ch par tuhÈho 1,4-dichlorbenzenu (teplota t·nÌ ≅ 53 ∞C) p¯i 25 ∞C, jak jej uv·dÌ Mackay a spol.37

Tlak nasy- ZÌsk·no Lit.
cen˝ch par

90,2 extrapolacÌ Weast, ed.: Handbook of Chemistry and Physics. 53th ed., 1972ñ73.
235 citov·no Hine, Mookerjee: J. Org. Chem. 40, 292 (1975).
53,3 citov·no Haque: Dynamics, Exposure and Hazard Assessment of Toxic Chemicals, str. 47.

Michigan 1980.
133 citov·no Neely: Dynamics, Exposure and Hazard Assessment of Toxic Chemicals, str. 287.

Michigan 1980.
90 citov·no 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 extrapolacÌ BoublÌk a spol.: Dynamics, Exposure and Hazard Assessment of Toxic Chemicals,

Antoineovy rovnice str. 379., 1984.
243 extrapolacÌ Dean, ed.: Langeís Handbook of Chemistry, 13th ed. New York 1985.

Antoineovy rovnice
86,7 ÑsycenÌ plynemìa Chiou, Shoup: Environ. Sci. Technol. 19, 1196 (1985).
47,5 citov·no Mackay a spol.: Chemosphere 14, 335 (1985).
235 citov·no Riddick a spol.: Organic Solvents, 4th ed. New York 1986.
140 extrapolacÌ Stephenson, Malanowski: Handbook of the Thermodynamics of Organic Compounds.

Antoineovy rovnice New York 1987.
266 vybr·no Suntio a spol.: Rev. Environ. Contam. Toxicol. 103, 1 (1988).
173 vybr·no Suntio a spol.: Chemosphere 17, 1249 (1988).

a Z citovanÈ pr·ce zab˝vajÌcÌ se sorpcÌ par organick˝ch l·tek na p˘d·ch nenÌ patrnÈ, odkud byla hodnota tlaku nasycen˝ch par
zÌsk·na; z¯ejmÏ p¯evzata z Handbook of Chemistry and Physics (ed. Weast)

ko vzor statick· aparatura v laborato¯i prof. Jose na univerzitÏ
Claude Bernarda (UCB) v Lyonu (Francie)12,13. Statick· apa-
ratura na UCB dovoluje mÏ¯enÌ aû do tlak˘ 200 kPa a byla
na nÌ provedena rovnÏû nÏkter· naöe mÏ¯enÌ. Aparatura na
VäCHT Praha je urËena pro mÏ¯enÌ v teplotnÌm intervalu od
ñ50 do 250 ∞C a v tlakovÈm rozmezÌ od 1 Pa do 101 kPa, ale
vzhledem k p¯esnosti mÏ¯enÌ teploty je vyuûÌv·na pouze do
tlaku zhruba 1 kPa. Chyba v mÏ¯enÌ teploty ∆T = 0,03 K
a chyba v mÏ¯enÌ tlaku ∆p = 0,5 % pro tlaky vyööÌ neû 1300 Pa,
∆p = 1,5 % v rozmezÌ tlak˘ 100 aû 1300 Pa a ∆p ≥ 2 % pro
tlaky pod 100 Pa (cit.9).

MÏ¯enÌ na dynamickÈ aparatu¯e metodou komparativnÌ
ebuliometrie14 byla realizov·na na pracoviöti ⁄stavu chemic-
k˝ch proces˘ AV »R (d·le ⁄CHP). Aparatura pracuje v te-
plotnÌm intervalu od 30 do 300 ∞C a v tlakovÈm intervalu od 3 do
105kPaschyboumÏ¯enÌ teploty ∆T = 0,01Katlaku ∆p = 0,05 %.

Knudsenova efuznÌ aparatura15 na univerzitÏ Porto (UP)
v Portu (Portugalsko) byla vyuûita zatÌm pouze pro mÏ¯enÌ
nÏkolika organick˝ch l·tek, kterÈ jsou pouûÌv·ny pro nep¯Ì-
mou kalibraci tlakov˝ch Ëidel ve statickÈ aparatu¯e16. Knud-
senova efuznÌ aparatura na UP umoûÚuje mÏ¯enÌ v rozmezÌ
teplot od 20 do 100 ∞C a v tlakovÈm intervalu od 0,1 do 1 Pa
s chybou mÏ¯enÌ ∆T = 0,01 K, ∆p = 2 %.

3 . 2 . M Ï ¯ e n Ì t e p e l n ˝ c h k a p a c i t
a e n t a l p i Ì t · n Ì

TepelnÈ kapacity a entalpie t·nÌ Ëist˝ch l·tek v kondenzo-
vanÈm stavu byly dosud mÏ¯eny na t¯ech kalorimetrech fran-
couzskÈ firmy SETARAM.

Kalorimetr C-80 SETARAM umÌstÏn˝ na ⁄stavu fyz-
ik·lnÌ chemie VäCHT umoûÚuje mÏ¯enÌ v teplotnÌm intervalu
od 30 do 300 ∞C. Kalorimetr17 pracuje na principu mÏ¯enÌ
tepelnÈho toku termoËl·nkovou bateriÌ mezi dvÏma
kalorimetrick˝mi n·dobkami, referenËnÌ a mÏrnou, o vnit¯nÌm
objemu kaûdÈ z cel 9,5 cm3. TypickÈ mÏ¯enÌ se prov·dÌ tzv.
Ñkrokovou metodouì spoËÌvajÌcÌ v mÏ¯enÌ tepelnÈho toku p¯i
zv˝öenÌ teploty o 5 aû 10 K s rychlostÌ oh¯evu 0,2 K.minñ1.
RelativnÌ chyba mÏ¯enÌ je menöÌ neû 1 %.

TepelnÏ-vodivostnÌ kalorimetr Micro DSC II SETARAM
pracuje na stejnÈm principu jako v˝öe uveden˝ kalorimetr
C-80, experimenty lze prov·dÏt v intervalu od ñ20 do 120 ∞C,
s celami o vnit¯nÌm objemu cca 1 cm3. RelativnÌ chyba mÏ¯enÌ
je menöÌ neû 0,5 %. MÏ¯enÌ byla prov·dÏna na TechnickÈ
univerzitÏ Bergakademie Freiberg (SRN), za pouûitÌ metody
diskontinu·lnÌho n·h¯evu18.

ProudovÏ kompenzovan˝ kalorimetr DSC 141 SETARAM,
pracujÌcÌ ve velmi öirokÈm teplotnÌm rozsahu, byl vyuûit pro
mÏ¯enÌ tepeln˝ch kapacit v tuhÈ f·zi v rozsahu od 133 K do
laboratornÌ teploty. MÏ¯enÌ se prov·dÌ v hlinÌkovÈm kelÌmku
obsahujÌcÌm cca 100 mg l·tky. Protoûe kelÌmek nenÌ moûnÈ
dokonale utÏsnit, jsou mÏ¯enÌ tepeln˝ch kapacit vhodn· jen
pro l·tky, kterÈ majÌ v oboru mÏ¯en˝ch teplot velmi nÌzk˝
tlak nasycen˝ch par. MÏ¯enÌ18 byla prov·dÏna na TechnickÈ
univerzitÏ Bergakademie Freiberg (SRN), s rychlostÌ oh¯e-
vu 4 K.minñ1. Vzhledem k dosavadnÌm mal˝m zkuöenostem
a nedokonËen˝m test˘m na vyuûitÌ kalorimetru DSC 141
SETARAM pro mÏ¯enÌ tepeln˝ch kapacit byla chyba mÏ¯enÌ
odhadnuta na 3 % v rozmezÌ teplot od 203 do 293 K a na 5 %
v rozmezÌ teplot od 133 do 203 K.
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4. Zpracov·nÌ dat

4 . 1 . L i t e r · r n Ì r e ö e r ö e a v l a s t n Ì m Ï ¯ e n Ì

Pro kaûdou l·tku byl p¯ed zah·jenÌm experiment˘ p¯ipra-
ven p¯ehled dostupn˝ch experiment·lnÌch dat. Jako hlavnÌ
zdroj dat pro tlak nasycen˝ch par Ëist˝ch l·tek slouûily mono-
grafie Dykyje a spol.19,20, BoublÌka a spol.21 a pr˘bÏûnÏ aktua-
lizovan· datov· kompilace TRC Tables22,23. Takto zÌskan˝
p¯ehled byl jeötÏ doplnÏn o reöeröi z Chemical Abstracts.

Monografie Z·branskÈho a spol.24 a jejÌ aktualizace25 byly
kompletnÌm zdrojem ˙daj˘ pro tepelnÈ kapacity Ëist˝ch l·tek
ñ kapalin. TepelnÈ kapacity tuh˝ch l·tek byly p¯evzaty jednak
z vlastnÌ datab·ze CDATA vyvinutÈ v ⁄stavu fyzik·lnÌ che-
mie (cit.26), jednak z p˘vodnÌch Ël·nk˘. Pot¯eba nov˝ch ˙daj˘
byla pak posouzena z kriticky zhodnocen˝ch liter·rnÌch dat.

Monografie Majera a Svobody27 s kriticky vybran˝mi ˙daji
pro tak¯ka 800 l·tek byla hlavnÌm zdrojem dat o v˝parnÈ en-
talpii; data z monografie byla doplnÏna o aktu·lnÌ ˙daje z pr˘-
bÏûnÏ prov·dÏnÈ reöeröe28 stejnÏ tak jako sublimaËnÌ entalpie.

TepelnÈ kapacity Ëist˝ch l·tek ve stavu ide·lnÌho plynu
byly zÌsk·ny p¯ev·ûnÏ z monografie Frenkela a spol.29, ve
kterÈ jsou uvedeny parametry korelaËnÌ rovnice pro zhruba
3000 l·tek. Pro nÏkolik l·tek neuveden˝ch ve FrenkelovÏ
monografii byly tepelnÈ kapacity ve stavu ide·lnÌho plynu
odhadnuty30.

4 . 2 . S i m u l t · n n Ì k o r e l a c e t l a k u
n a s y c e n ˝ c h p a r a t e r m · l n Ì c h d a t

Po proveden˝ch experimentech byla vlastnÌ data spolu
s daty p¯evzat˝mi z literatury zpracov·na metodou simult·nnÌ
korelace tlaku nasycen˝ch par a term·lnÌch dat: v˝parnÈ en-
talpie a rozdÌly tepeln˝ch kapacit nasycenÈ p·ry a nasycenÈ
kapaliny (pro rovnov·hu kapalinañp·ra), p¯ÌpadnÏ sublimaËnÌ
entalpie a rozdÌly tepeln˝ch kapacit nasycenÈ p·ry a tuhÈ l·tky
(pro rovnov·hu tuh· l·tkañp·ra). CÌlem simult·nnÌ korelace
je urËit tlak nasycen˝ch par vysokovroucÌch organick˝ch l·tek
v okolÌ teplot zajÌmav˝ch z hlediska ¯eöenÌ problematiky ûi-
votnÌho prost¯edÌ, tedy zhruba od ñ40 do 50 ∞C. K tomu se
vyuûÌvajÌ exaktnÌ vztahy mezi nÏkter˝mi termodynamick˝mi
veliËinami (odvozenÌ viz nap¯. R˘ûiËka a Majer31). Metoda
simult·nnÌ korelace umoûÚuje takÈ posoudit, zda jsou tlaky
nasycen˝ch par a odpovÌdajÌcÌ term·lnÌ veliËiny vz·jemnÏ
termodynamicky konzistentnÌ. Pak je moûnÈ provÈst kritickÈ
zhodnocenÌ dostupn˝ch experiment·lnÌch dat, vylouËit data
zjevnÏ zatÌûen· systematick˝mi chybami a vybrat doporuËen·
data p¯edstavujÌcÌ objektivnÏ nejp¯esnÏjöÌ a nejspr·vnÏjöÌ ˙da-
je o tlaku nasycen˝ch par (resp. sublimaËnÌm tlaku) a v˝parnÈ
(resp. sublimaËnÌ) entalpii. Pro aplikaci metody simult·nnÌ
korelace jsou pot¯ebn· kromÏ nejËastÏji mÏ¯en˝ch st¯ednÏtla-
k˝ch hodnot tlaku nasycen˝ch par obvykle dob¯e dostupn·
term·lnÌ data, v˝parnÈ nebo sublimaËnÌ entalpie a tepelnÈ
kapacity kapaliny, tuhÈ l·tky a ide·lnÌho plynu.

Byly pops·ny vizu·lnÌ testy pro posouzenÌ nahodil˝ch
a systematick˝ch chyb experiment·lnÌch dat tlaku nasycen˝ch
par. Jsou to testy podle Aima (viz Nielsen32) nebo podle Oonka
a spol.33, ve kter˝ch se transformujÌ data tlaku nasycen˝ch par
tak, aby byl zv˝raznÏn rozdÌl mezi subjektivnÏ zvolenou Ñspr·v-
nou k¯ivkouì a jednotliv˝mi experiment·lnÌmi body. CÌlem
takovÈho testu je oddÏlit spr·vn· experiment·lnÌ data, kter·

leûÌ na vyhlazenÈ k¯ivce nebo v jejÌ blÌzkosti, od ostatnÌch
˙daj˘ tlaku nasycen˝ch par, kterÈ jsou z¯ejmÏ zatÌûeny syste-
matick˝mi nebo nahodil˝mi chybami. PosouzenÌ spr·vnosti
dat a vylouËenÌ chybn˝ch dat je subjektivnÌ; na rozdÌl od
metody simult·nnÌ korelace a dalöÌch v p¯edchozÌm odstavci
zmÌnÏn˝ch postup˘ nenÌ zaloûeno na exaktnÌch vztazÌch.

V dalöÌ Ë·sti je struËnÏ pops·na n·mi pouûÌvan· metoda
simult·nnÌ korelace. JejÌ podrobnÈ odvozenÌ je uvedeno v pr·-
ci31. Zavedeme-li pro podÌl v˝parnÈ entalpie ∆Hv˝p (resp. sub-
limaËnÌ entalpie) a rozdÌlu  kompresibilitnÌch faktor˘ p·ry
a kapaliny (resp. tuhÈ l·tky) ∆zv˝p veliËinu ∆Hí = ∆Hv˝p/∆zv˝p
a pro teplotnÌ derivaci ∆Hí podÈl k¯ivky nasycenÌ veliËinu ∆Cí
= (d∆Hí/dT)nas, pak pro nÏ lze odvodit vztahy:

∆Hí = RT2(d ln /dT)nas (1)

∆Cí = 2RT (d ln /dT)nas + RT2 (d2 ln /dT2)nas (2)

Pro veliËiny ∆Hía ∆Cí je moûnÈ odvodit takÈ n·sledujÌcÌ
vztahy:

∆Hí = (3)

∆Cí = ∆Cv˝p ñ ñ

ñ T(B ñ V(1)) (4)

kde ∆Cv˝p= je rozdÌl tepelnÈ kapacity ide·lnÌho plynu
a tepelnÈ kapacity kapaliny (pro rovnov·hu kapalinañp·ra),
p¯ÌpadnÏ tepelnÈ kapacity tuhÈ l·tky (pro rovnov·hu tuh·
l·tkañp·ra). Rovnice (3) a (4) platÌ za p¯edpokladu, ûe stavovÈ
chov·nÌ plynnÈ f·ze je pod norm·lnÌ teplotou varu moûnÈ
popsat s dostateËnou p¯esnostÌ pomocÌ viri·lnÌ stavovÈ rovnice
s druh˝m viri·lnÌm koeficientem B.

ZvolÌme-li vhodnou korelaËnÌ rovnici pro popis z·vislosti
tlaku nasycen˝ch par na teplotÏ, m˘ûeme veliËiny ∆Hía ∆Cí
vypoËÌtat z tÈto rovnice pomocÌ vztah˘ (1) a (2). VeliËiny
∆Hía ∆Cí lze takÈ vypoËÌtat z term·lnÌch ˙daj˘ a dat o tlaku
nasycen˝ch par podle vztah˘ (3) a (4). M˘ûeme tedy simul-
t·nnÏ korelovat tlak nasycen˝ch par (resp. sublimaËnÌ tlak
par), v˝parnou entalpii (resp. sublimaËnÌ entalpii) a rozdÌl
∆Cv˝p. V˝sledkem takovÈ korelace jsou parametry zvolenÈ
korelaËnÌ rovnice pro z·vislost tlaku nasycen˝ch par na teplo-
tÏ. Parametry takovÈ rovnice jsou zÌsk·ny minimalizacÌ objek-
tivnÌ funkce S, kter· je definov·na jako:

S = +

+ (5)

p∅

p∅ p∅

∆H

p
RT

B V

v˝p

1+
∅

− ( )1d i

Tp
B

T
T

d B V

t

p

T
∅ −

− F
HG

I
KJ

d

d d

d

d nas

2

2

1

2

( )d i

d

d
nas

2

2

p

T

F

HG
I

KJ

C Cp
o

p
l−

ln ln

ln

í í

í

exp exp
p p

p
K

H H

H
i

ii

t

H
j

jj

u
∅ ∅

∅
= =

−
+

−
∑ ∑

vyp vyp
e j e j

2

2
1

2

2

2
1σ σ

∆ ∆

∆

K
C C

C
C

k

kk

v
2

2

2

1

∆ ∆

∆

í í

í

exp −

=
∑

vypd i

σ

Chem. Listy 96, 290 ñ 295 (2002) Refer·ty

292



Tabulka II
P¯ehled  mÏ¯enÌ tlaku nasycen˝ch  par a tepeln˝ch  kapacit
studovan˝ch l·tek na jednotliv˝ch pracoviötÌch

L·tka Tlak nasycen˝ch para Tepeln· kapacitaa

VäCHT UCB Lyon ⁄CHP AV »R VäCHT 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]
Dimethylftal·t [17] [17] [17] [17] [17]
Diethylftal·t [9] [9] [9] [40] [40]
Dibutylftal·t [9] [9] [40]
Benzylbutylftal·t [9] [40]
Bis(2-ethylhexyl)ftal·t [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]

a »Ìsla v hranat˝ch z·vork·ch odpovÌdajÌ p¯ÌsluönÈmu lit-
er·rnÌmu odkazu

Pro z·vislost tlaku nasycen˝ch par na teplotÏ byla pro svou
flexibilitu vybr·na na z·kladÏ rozs·hl˝ch test˘34 t¯Ìparametro-
v· Coxova rovnice se dvÏma nastaviteln˝mi parametry T0 a p0
(tyto zvolenÈ parametry charakterizujÌ referenËnÌ bod, nejËas-
tÏji trojn˝ bod):

exp (A0 + A1T + A2T
2) (6)

4 . 3 . V ˝ s l e d k y z p r a c o v · n Ì d a t ,
d o p o r u Ë e n · d a t a

V tabulce II je uveden p¯ehled n·mi zmÏ¯en˝ch nov˝ch
experiment·lnÌch dat s ud·nÌm liter·rnÌho odkazu na jejich
publikaci. Ve vÏtöinÏ v tabulce uveden˝ch pracÌ jsou do-
poruËen· data tlaku nasycen˝ch par uvedena ve formÏ para-
metr˘ Coxovy rovnice (6), v tabel·rnÌ formÏ jsou uvedeny
v˝parnÈ nebo sublimaËnÌ entalpie vÏtöinou p¯i teplotÏ 25 ∞C
a p¯i teplotÏ trojnÈho bodu. Z parametr˘ Coxovy rovnice je
moûnÈ vypoËÌtat v˝parnou nebo sublimaËnÌ entalpii p¯i libo-
volnÈ teplotÏ v intervalu platnosti s pouûitÌm rovnic uvede-
n˝ch nap¯. v pr·ci31.

Obr. 1 ud·v· teplotnÌ rozsahy dat p¯evzat˝ch z literatury
a dat n·mi namÏ¯en˝ch na v˝öe uveden˝ch pracoviötÌch. Po
prohlÈdnutÌ tohoto obr·zku si Ëten·¯ poloûÌ logickou ot·zku:
proË auto¯i tÈto pr·ce mÏ¯ili tam, kde byla jiû v literatu¯e data
k dispozici, nÏkdy dokonce i v öiröÌm teplotnÌm intervalu, neû
ve kterÈm byla nov· mÏ¯enÌ provedena. OdpovÏÔ lze nalÈzt
na obr. 2. ÿada v literatu¯e publikovan˝ch dat tlaku nasyce-
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Obr. 1. Porovn·nÌ rozsahu teplot mÏ¯enÌ u nov˝ch a liter·rnÌch ex-
periment·lnÌch ˙daj˘; n nov· data tlaku nasycen˝ch par, li-
ter·rnÌ data tlaku nasycen˝ch par, nov· data tepeln˝ch kapacit,

liter·rnÌ data tepeln˝ch kapacit
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n˝ch par je zatÌûena velkou chybou a data nejsou konzistentnÌ
s term·lnÌmi veliËinami. V˝jimkou jsou data 2-methylanilinu,
jehoû mÏ¯enÌ tlaku nasycen˝ch par a tepeln˝ch kapacit v NI-
PER, Bartlesville (USA) (cit.35) byla provedena ve velkÈm
teplotnÌm intervalu a s velmi dobrou p¯esnostÌ. Naöe mÏ¯enÌ
tÈto l·tky byla uskuteËnÏna pro porovn·nÌ a ovÏ¯enÌ p¯esnosti
naöich ˙daj˘.

5. Z·vÏr

Pro ¯adu l·tek za¯azen˝ch legislativnÌmi autoritami mezi
sledovanÈ prioritnÌ polutanty buÔ data tlaku nasycen˝ch par
chybÌ, nebo se r˘zn· v literatu¯e publikovan· mÏ¯enÌ navz·jem
v˝raznÏ liöÌ. ChybÏjÌcÌ data pro organickÈ polutanty, coû jsou
vesmÏs vysokovroucÌ l·tky, je nezbytnÈ doplnit experiment·l-
nÌm stanovenÌm, protoûe odhadovÈ metody v oboru nÌzk˝ch
tlak˘ nasycen˝ch par vÏtöinou selh·vajÌ. Publikovan· data,
Ëasto vz·jemnÏ znaËnÏ odliön· i v r·mci experiment·lnÌch
chyb pouûit˝ch metodik, je pot¯ebnÈ zpracovat za pouûitÌ
exaktnÌch termodynamick˝ch vztah˘ dovolujÌcÌch data objek-
tivnÏ posoudit.

Pro experimenty je nutnÈ volit adekv·tnÌ metodiky. V oboru
nÌzk˝ch tlak˘ poskytujÌ nejp¯esnÏjöÌ data tlaku nasycen˝ch par
metody statick· a Knudsenova efuznÌ, zatÌmco v˝sledky satu-
raËnÌch a p¯edevöÌm chromatografick˝ch metod b˝vajÌ zatÌ-
ûeny velk˝mi systematick˝mi chybami. Experiment·lnÌ kalo-

rimetrie je v dneönÌ dobÏ zaloûena p¯edevöÌm na vyuûitÌ ko-
merËnÌch p¯Ìstroj˘. ZÌsk·nÌ vÏrohodn˝ch dat z takov˝ch p¯Ì-
stroj˘ vyûaduje, aby byly periodicky kalibrov·ny36.

Tato pr·ce vznikla za finanËnÌ podpory grantu Ë. CB MSM
223400008. Auto¯i dÏkujÌ sv˝m spolupracovnÌk˘m K. Aimovi,
M. »enskÈmu, P. DudkovÈ, P. Chuchvalcovi, M. LipovskÈ,
M. PolednÌËkovi a V. Roh·Ëovi, bez nichû by tato pr·ce ne-
mohla vzniknout.
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Vapour pressure is one of the most important physicoche-
mical properties that control the fate of pollutants in environ-
ment. A survey of activities aimed at obtaining recommended
data on vapour pressure for several families of pollutants is
presented. Measurements of vapour pressure, heat capacities
and enthalpies of fusion were carried out using the following
techniques: the static method, comparative ebulliometry, and
the Knudsen effusion method for vapour pressure and three
different Setaram calorimeters for heat capacities and enthal-
pies of fusion. The experimental data obtained were combined
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exact thermodynamic relationships to generate the recommen-
ded  vapour pressure valid in an environmentally relevant
temperature range.
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1. ⁄vod

Hexano-6-laktam, tradiËnÏ oznaËovan˝ jako ε-kaprolak-
tam (KL), lze p¯evÈst v polymer hydrolytick˝m, aniontov˝m
i kationtov˝m mechanismem. Hydrolytick· polymerizace KL
se stala jiû v roce 1939 pr˘myslovÏ vyuûÌvanou technologiÌ
pro v˝robu polyamidu 6 (PA 6). PozdÏji, byù ve v˝raznÏ
menöÌm mÏ¯Ìtku, se zaËala vyuûÌvat i aniontov· polymerizace
KL ve form·ch, a to p¯edevöÌm pro v˝robu masivnÌch odlitk˘,
Ëasto i komplikovan˝ch tvar˘. PodrobnÈmu studiu mechanis-
mu otevÌr·nÌ laktamov˝ch cykl˘, v naprostÈ vÏtöinÏ sedmi-
ËlennÈho KL, v iniciaËnÌ a r˘stovÈ reakci polymerizace, ved-
lejöÌm reakcÌm, kterÈ doprov·zejÌ r˘stovou reakci, i kinetic-
k˝m aspekt˘m polymerizace byla vÏnov·na dlouh· ¯ada pracÌ,
z nichû nejv˝znamnÏjöÌ jsou shrnuty v monografiÌch1ñ4.

Na VäCHT v Praze m· studium problematiky polymeri-
zace a kopolymerizace laktam˘ pades·tiletou tradici. Jeho
zaË·tky jsou spojeny se jmÈnem zakladatele ⁄stavu (d¯Ìve
katedry) polymer˘ VäCHT v Praze prof. O. Wichterla.

V poslednÌm desetiletÌ se v ⁄stavu polymer˘ VäCHT
v Praze soust¯edil z·jem na poli p¯Ìpravy a charakterizace
polyamid˘ zejmÈna na studium mÈnÏ obvykl˝ch iniciaËnÌch
systÈm˘ polymerizace KL, na p¯Ìpravu blokov˝ch kopolyme-
r˘ s poly(ε-kaprolaktamov˝mi) a elastomernÌmi bloky a na
studium tvorby cyklick˝ch oligomer˘ KL a jejich vlastnosti.

2. Neaktivovan· aniontov· polymerizace
hexano-6-laktamu

Na  r˘stovÈ  reakci aniontovÈ polymerizace  laktam˘ se
podÌlÌ aniontovÏ aktivovan˝ monomer (laktam·t) a N-acylo-

van˝ laktam4, tvo¯ÌcÌ neiontov· r˘stov· centra. ObÏ sloûky
(inici·tor a aktiv·tor) mohou b˝t dod·v·ny do polymerizaËnÌ-
ho systÈmu buÔ p¯Ìmo, nebo ve formÏ vhodnÈho prekurzo-
ru. [Terminologick· pozn·mka: Bazick· sloûka produkujÌcÌ
aniontovÏ aktivovan˝ laktam, zde naz˝van· inici·tor, b˝v·
nÏkdy v literatu¯e oznaËov·na jako katalyz·tor a sloûka, kter·
je r˘stov˝m centrem nebo jeho prekurzorem jako inici·tor
(zde aktiv·tor).]

Kombinace laktam·tu a aktiv·toru zaruËuje vysokou rych-
lost polymerizace ñ tato polymerizace b˝v· oznaËov·na jako
aktivovan·. P¯i iniciaci samotn˝m laktam·tem, tzv. neaktivo-
vanÈ polymerizaci, se aktiv·tor (N-acyllaktam) vytv·¯Ì v po-
lymerizaËnÌm systÈmu pomalou  N-acylacÌ  aniontovÏ akti-
vovanÈho laktamu neutr·lnÌm laktamem (disproporcionaËnÌ
reakce). KlÌËovou sloûkou polymerizaËnÌho systÈmu je inici·-
tor, kter˝ v˝znamnÏ ovlivÚuje pr˘bÏh polymerizaËnÌho proce-
su i vlastnosti koneËnÈho produktu. K iniciaci aniontovÈ po-
lymerizace KL se vyuûÌvajÌ vÏtöinou alkalickÈ  laktam·ty,
nejËastÏji sodn· Ëi draseln· s˘l KL. MÈnÏ rozöÌ¯en˝mi inici·-
tory jsou ho¯eËnatÈ soli odvozenÈ od KL; ε-kaprolaktammag-
nesiumbromid (KLMgBr) se vöak stal d˘leûitou sloûkou ini-
ciaËnÌch systÈm˘ pro p¯Ìpravu blokov˝ch kopolymer˘ s bloky
poly(ε-kaprolaktamu) a polyetheru technologiÌ Ñreaction in-
jection mouldingì (RIM).

ZatÌmco r˘zn˝m aspekt˘m aktivovanÈ aniontovÈ polyme-
rizace KL byla v minulosti i z praktick˝ch d˘vod˘ vÏnov·na
znaËn· pozornost, neaktivovan· polymerizace z˘stala stranou
z·jmu. Touto polymerizacÌ s nÌzkou koncentracÌ r˘stov˝ch
center jsme se zaËali detailnÏji zab˝vat p¯edevöÌm proto, ûe
dovoluje citlivÈ testov·nÌ aktivity a kvality pouûit˝ch inici·-
tor˘ a stejnÏ tak i testov·nÌ vlivu neËistot vËetnÏ vody na
pr˘bÏh aniontovÈ polymerizace.

Z porovn·nÌ pr˘bÏhu neaktivovanÈ aniontovÈ polymeriza-
ce KL iniciovanÈ jeho sodnou solÌ (KLNa) p¯ipravenou in situ
reakcÌ KL s methanolick˝m roztokem CH3ONa (cit.5) s d¯ÌvÏj-
öÌmi liter·rnÌmi ˙daji6 lze soudit, ûe inici·tor p¯ipraven˝ in situ
m· mÌrnÏ niûöÌ aktivitu neû peËlivÏ izolovan· sodn· s˘l KL.
Polymerizace byly prov·dÏny v öirokÈm rozmezÌ koncentrace
inici·toru (0,2ñ10 mol.%) a p¯i teplot·ch pod i nad teplotou
t·nÌ vznikajÌcÌho polyamidu. Pro poË·teËnÌ, autoakceleraËnÌ
f·zi polymerizace, bÏhem nÌû se pomalou disproporcionaËnÌ
reakcÌ tvo¯Ì r˘stov· centra, byla stanovena zd·nliv· aktivaËnÌ
energie Ea = 230 kJ.molñ1. DruhÈ f·zi, kter· se vyznaËuje
form·lnÏ nult˝m kinetick˝m ¯·dem reakce vzhledem k mo-
nomeru, odpovÌd· zhruba poloviËnÌ aktivaËnÌ energie, totiû
120 kJ.molñ1, souhlasnÏ s Ea odpovÌdajÌcÌ aktivovanÈ polyme-
rizaci4. Necelistv˝, teplotnÏ z·visl˝ ¯·d reakce vzhledem k ini-
ci·toru v obou  stadiÌch  polymerizace  svÏdËÌ o neobvykle
komplikovanÈm reakËnÌm mechanismu, kde je r˘stov· reakce
doprov·zena bazicky katalyzovan˝mi vedlejöÌmi  reakcemi
vËetnÏ ötÏpenÌ ¯etÏzc˘. OdpovÌd· tomu i pr˘bÏh viskozitnÌ-
ho pr˘mÏru polymerizaËnÌho stupnÏ vznikajÌcÌho polymeru,
kter˝ proch·zÌ maximem p¯i dosaûenÌ asi 80 % obsahu poly-
meru5.

Jiû d¯Ìve bylo prok·z·no7, ûe inici·tor KLMgBr d·vkova-
n˝ v izolovanÈ formÏ, nebo vznikajÌcÌ in situ reakcÌ ethylmag-
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nesiumbromidu (EtMgBr) s KL, disproporcionuje v polyme-
rizaËnÌm systÈmu na di(ε-kaprolaktam·t) ho¯eËnat˝ (KL2Mg)
a bromid ho¯eËnat˝. IniciaËnÌ aktivita KLMgBr je v˝raznÏ
vyööÌ neû aktivita KL2Mg (cit.8) a v obou p¯Ìpadech v˝znamnÏ
z·visÌ na zp˘sobu jejich p¯Ìpravy. Pro p¯Ìpravu KL2Mg jsme
testovali nÏkolik syntetick˝ch postup˘. NejËistöÌ produkt s nej-
niûöÌm podÌlem solvatovanÈho rozpouötÏdla byl zÌsk·n reakcÌ
KL s diethylmagnesiem v bezvodÈm etheru9.

SpoleËn˝m rysem neaktivovan˝ch aniontov˝ch polymeri-
zacÌ iniciovan˝ch slouËeninami ho¯ËÌku ñ KL2Mg, KLMgBr
i EtMgBr ñ je absence autoakceleraËnÌ periody8, kter· je ty-
pick· pro polymerizace iniciovanÈ alkalick˝mi solemi lakta-
mu. Pozoruhodn· je takÈ dosud nepopsan· nev˝razn· z·vis-
lost rychlosti polymerizace na koncentraci iniciujÌcÌ slouËeni-
ny ho¯ËÌku. Na rozdÌl od iniciace KLNa (cit.5), kdy polymer
vznik· vyööÌ rychlostÌ neû p¯i iniciaci ho¯eËnat˝mi slouËeni-
nami a jeho maxim·lnÏ dosaûiteln˝ obsah odpovÌd· rovnov·û-
nÈmu sloûenÌ produktu polymerizace p¯i danÈ teplotÏ, ustavuje
se v p¯ÌpadÏ iniciace KL2Mg, KLMgBr i EtMgBr limitnÌ obsah
polymeru, jehoû hodnota je niûöÌ, neû odpovÌd· p¯ÌsluönÈ
rovnov·ze. Velmi zajÌmav˝m aspektem tÏchto polymerizacÌ

je takÈ potlaËenÌ tvorby cyklick˝ch oligomer˘10 (viz kapi-
tola 4).

RozdÌln˝ je i vliv vody, ˙ËinnÈho inhibitoru polymerizace,
na polymerizaËnÌ systÈmy iniciovanÈ jednak alkalickou solÌ
laktamu, jednak slouËeninami ho¯ËÌku11. P¯i polymerizaci ini-
ciovanÈ KLNa se s rostoucÌ koncentracÌ vody logicky, v d˘-
sledku souËasnÈ hydrol˝zy N-acyllaktamov˝ch r˘stov˝ch
center a inici·toru, prodluûuje autoakceleraËnÌ perioda poly-
merizace a v˝raznÏ kles· polymerizaËnÌ stupeÚ vznikajÌcÌho
polymeru. Nep¯esahuje-li obsah vody poloviËnÌ hodnotu po-
Ë·teËnÌ koncentrace inici·toru, je polymerizaËnÌ systÈm scho-
pen dos·hnout rovnov·ûnÈho obsahu polymeru11. Neaktivo-
van· aniontov· polymerizace KL iniciovan· slouËeninami
ho¯ËÌku je v˘Ëi vodÏ podstatnÏ mÈnÏ citliv·. Pokles polyme-
rizaËnÌ rychlosti a polymerizaËnÌho stupnÏ vznikajÌcÌch po-
lymer˘ je v z·vislosti na rostoucÌm obsahu vody pozvolnÏjöÌ.
Naopak limitnÌ obsah polymeru s rostoucÌ koncentracÌ vody
z¯etelnÏ kles·. SnÌûenÌ polymerizaËnÌch stupÚ˘ produkt˘ po-
lymerizace lze v obou p¯Ìpadech iniciace p¯isoudit ötÏpenÌ
makromolekul vlivem anorganickÈ b·ze, kter· vznik· reakcÌ
inici·toru s vodou. ReakcÌ Mg inici·tor˘ s vodou m˘ûe doch·-

SchÈma 1. P¯Ìprava blokov˝ch kopolymer˘ poly(ε-kaprolaktamu)
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zet ke vzniku hydroxyderiv·t˘ ho¯ËÌku, kterÈ jsou schopny
v taveninÏ KL podlÈhat kondenzaËnÌm reakcÌm, obdobnÏ jako
je tomu p¯i ¯ÌzenÈ hydrol˝ze alkoxid˘ kov˘ za vzniku oxopo-
lymeru12. Inici·tory tak mohou efektivnÏ v·zat vodu a kinetika
polymerizace nenÌ jejÌ p¯ÌtomnostÌ v polymerizaËnÌ n·sadÏ
v˝raznÏ ovlivnÏna.

3. Kopolymerizace hexano-6-laktamu

Modifikace vlastnostÌ PA 6, resp. ˙pravy jeho vlastnostÌ
na mÌru, lze dos·hnout jak chemickou, tak fyzik·lnÌ cestou.
Fyzik·lnÌ modifikace spoËÌv· v p¯ÌpravÏ smÏsÌ, vÏtöinou s po-
uûitÌm kompatibiliz·tor˘13. N·ö z·jem se soust¯eÔuje na che-
mickÈ modifikace ñ programovÏ na p¯Ìpravu blokov˝ch kopo-
lymer˘ PA 6 a kopolymerizace KL s jin˝mi monomery.

Cestou k syntÈze blokov˝ch kopolymer˘ PA 6 je anionto-
v· polymerizace KL na vhodnÏ modifikovan˝ch koncov˝ch
skupin·ch telechelick˝ch polymer˘. V˝zkum jsme zamÏ¯ili na
testov·nÌ a optimalizaci parametr˘, kterÈ ovlivÚujÌ polymeri-
zaËnÌ proces a mechanickÈ vlastnosti p¯ipraven˝ch materi·l˘,
a to i z hlediska moûnÈho komerËnÌho vyuûitÌ. V z·vislosti na
podmÌnk·ch p¯Ìpravy, obsahu a dÈlce blok˘ lze regulovat
vlastnosti modifikovanÈho PA 6 od tvrd˝ch aû po velmi hou-
ûevnatÈ materi·ly. Z·kladnÌ postup p¯Ìpravy blokov˝ch kopo-
lymer˘ spoËÌv· v transformaci koncov˝ch skupin telechelic-
kÈho polymeru na N-acyllaktamov· r˘stov· centra pro n·sled-
nou polymerizaci KL (schÈma 1).

V ned·vnÈ dobÏ byl v ⁄stavu polymer˘ VäCHT v Praze
vypracov·n postup chemickÈ modifikace PA 6 elastick˝mi
bloky polybutadienu (PBD) (cit.13,14). K modifikaci se vyuûÌv·
α,ω-dihydroxypolybutadien (DHPBD), kter˝ je p¯ipravov·n
v KauËuku a.s., Kralupy n.Vlt. Pro funkcionalizaci DHPBD
rozpuötÏnÈho v taveninÏ KL se osvÏdËily aromatickÈ diiso-
kyan·ty, zvl·ötÏ pak 2,4(6)-toluendiisokyan·t (TDI). Praktic-
ky shodn˝ch v˝sledk˘ funkcionalizace bylo dosaûeno i s de-
riv·tem TDI, jehoû isokyan·tovÈ skupiny byly blokov·ny
reakcÌ s KL. Po p¯Ìdavku inici·toru do polymerizaËnÌho sys-
tÈmu s funkcionalizovan˝m telechelick˝m polymerem vznik·
v pr˘bÏhu nÏkolika desÌtek minut, v z·vislosti na teplotÏ
polymerizace a koncentraci iniciaËnÌho systÈmu, blokov˝ ko-
polymer.

MechanickÈ vlastnosti p¯ipraven˝ch blokov˝ch kopoly-
mer˘ jsou urËov·ny obsahem zabudovanÈ elastickÈ f·ze a jejÌ
mol·rnÌ hmotnostÌ14. Oproti nemodifikovanÈmu PA 6 se hou-
ûevnatost zvyöuje aû ¯·dovÏ uû p¯i obsahu 10 hm.% PBD
v kopolymeru, modul pruûnosti v tahu a mez pevnosti v tahu
se sniûujÌ aû o polovinu. S rostoucÌm obsahem polybutadieno-
vÈ f·ze se zvyöuje amorfnÌ podÌl f·ze polyamidovÈ a rovno-
v·ûn· sorpce vody13.

V˝raznÈho zjednoduöenÌ p¯Ìpravy kopolymer˘ s bloky
PA 6 a PBD pro technologickÈ aplikace bylo dosaûeno vy¯a-
zenÌm diisokyan·t˘ p¯i p¯ÌpravÏ polymerizaËnÌ n·sady. Ve
spolupr·ci s a.s. KauËuk Kralupy nad Vltavou byla funkcion-
alizace DHPBD 2,4(6)-toluendiisokyan·tem a n·sledujÌcÌ
zablokov·nÌ voln˝ch isokyan·tov˝ch skupin KL provedeno
extra situ15. V˝sledkem je netoxick˝ prepolymer s r˘stov˝mi
centry pro polymerizaci  KL, kter· jsou k PBD p¯ipojena
karbam·tov˝mi vazbami, viz schÈma 1. Tento polymernÌ akti-
v·tor (makroaktiv·tor) se do struktury kopolymeru zabudov·-
v· obdobnÏ jako DHPBD funkcionalizovan˝ in situ pomocÌ

TDI, jeho p¯Ìprava je vöak lÈpe reprodukovateln·. NavÌc ma-
teri·ly p¯ipravenÈ tÌmto  postupem vykazujÌ z¯etelnÏ vyööÌ
houûevnatost.

PomocÌ transmisnÌ elektronovÈ mikroskopie (TEM) bylo
prok·z·no, ûe materi·ly majÌ oËek·vanou dvouf·zovou struktu-
ru, kter· je z·visl·na pomÏru elastick˝ch a tvrd˝ch segment˘16,17.

N·hradou PBD blok˘ bloky poly(oxyethylenu) (POE) by-
ly p¯ipraveny blokovÈ kopolymery polyether/PA 6 s vyuûitÌm
α,ω-dihydroxypoly(oxyethylen˘) (DHPOE) a α,ω-diamino-
poly(oxyethylen˘) (DAPOE) (cit.18). Uk·zalo se, ûe tvorba
blokov˝ch kopolymer˘ a stabilita spojek mezi bloky (schÈ-
ma 1) v˝raznÏ z·visÌ nejen na funkcionalizaËnÌm Ëinidle, ale
tÈû na bazicitÏ pouûitÈho inici·toru. P¯i pouûitÌ DHPOE a ini-
ciaËnÌho systÈmu tvo¯enÈho KLNa a KL blokovan˝mi diiso-
kyan·ty nevznik· oËek·van˝ blokov˝ kopolymer s PA 6.
K polymerizaci KL na funkcionalizovan˝ch koncov˝ch sku-
pin·ch DHPOE a vzniku blokov˝ch kopolymer˘ doch·zÌ za
iniciace kombinacÌ KLMgBr a N,Ní-isoftaloylbis(ε-kaprolak-
tamu). ⁄plnÈ zabudov·nÌ DAPOE do struktury blokovÈho
kopolymeru bylo prok·z·no p¯i pouûitÌ obou uveden˝ch ini-
ciaËnÌch systÈm˘.

DalöÌ moûnostÌ modifikace vlastnostÌ PA 6 je p¯Ìprava
poly(amid-ester˘) simult·nnÌ aniontovou kopolymerizacÌ KL
s ε-kaprolaktonem (KLO). Produktem kopolymerizace je sta-
tistick˝kopolymerpoly(ε-kaprolaktamñco-ε-kaprolakton), k nÏ-
muû vede rychl· transacylaËnÌ reakce mezi amidov˝mi a es-
terov˝mi skupinami katalyzovan· pouûit˝mi bazick˝mi ini-
ci·tory19.

K p¯ÌpravÏ kopolymer˘ s p¯edpokl·danou (multi)bloko-
vou strukturou jsme proto vyuûili mÈnÏ bazick˝ inici·tor ñ
KLMgBr (cit.20). Ten p¯i porovn·nÌ se sodnou Ëi draselnou solÌ
KL  vede  ke vzniku  kopolymeru  s  nejvyööÌ teplotou  t·nÌ.
U materi·l˘ p¯ipraven˝ch polymerizaËnÌm odlÈv·nÌm smÏ-
si KL a KLO roste houûevnatost se zvyöujÌcÌm se mnoû-
stvÌm zabudovan˝ch strukturnÌch jednotek KLO, naproti to-
mu modul pruûnosti v tahu kles·. P¯ipravenÈ kopolymery
p¯esto vykazujÌ jedin˝ endoterm t·nÌ (dle DSC), obdobnÏ
i NMR spektra ukazovala spÌöe na statistick˝ charakter kopo-
lymeru.

TermickÈ chov·nÌ kopolymer˘ bylo sledov·no pomocÌ
HiResTM TGA a produkty degradace charakterizov·ny pomo-
cÌ FTIR a hmotnostnÌ spektroskopie21. Zde se z¯etelnÏ uk·za-
lo, ûe p¯ipravenÈ kopolymery majÌ Ë·steËnÏ blokovou struk-
turu.

DetailnÌm studiem tÈto kopolymerizace byl potvrzen ne-
obvykl˝ mechanismus tvorby kopolymer˘. Na poË·tku (bÏ-
hem p¯Ìpravy polymerizaËnÌ n·sady) se z polymerizaËnÏ mno-
hem aktivnÏjöÌho KLO rychle vytv·¯Ì homopolymer, p¯i tep-
lotÏ kopolymerizace (150 ∞C) z¯etelnÏ p¯ispÌvajÌ k zabudov·nÌ
KL do kopolymeru i v˝mÏnnÈ reakce22. DosaûenÈ v˝sledky
p¯inesly ¯adu n·mÏt˘ pro dalöÌ studium tÈto zajÌmavÈ proble-
matiky.

4. CyklickÈ oligomery hexano-6-laktamu

Polymerizace laktam˘ smÏ¯ujÌ obecnÏ, bez ohledu na re-
akËnÌ mechanismus do stavu, v nÏmû jsou vedle sebe v rov-
nov·ze line·rnÌ (makro)molekuly, monomer, cyklickÈ oligo-
mery a inici·tor. CyklickÈ oligomery (I) lze povaûovat za
nejv˝znamnÏjöÌ ÑvedlejöÌì produkty polymerizace.
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Rovnov·ûnÈ produkty polymerizace KL obsahujÌ v z·vis-
losti na polymerizaËnÌ teplotÏ (180ñ280 ∞C) 0,8ñ3,5 hm.%
cyklick˝ch oligomer˘23,24 vedle 2ñ8 hm.% nezreagovanÈho
monomeru. P¯evyöuje-li celkov˝ obsah tÏchto nÌzkomoleku-
l·rnÌch sloûek 2ñ3 hm.%, musÌ b˝t z polymeru odstraÚov·ny,
protoûe mohou negativnÏ ovlivÚovat jak zpracovatelskÈ, tak
aplikaËnÌ vlastnosti polyamidu.

Vznik cyklick˝ch oligomer˘ bÏhem polymerizace lakta-
m˘ ˙zce souvisÌ s typem pouûitÈho inici·toru polymerizace.
Chemick· struktura inici·toru p¯edurËuje typ aktivnÌch center
polymerizace, na nichû nejen doch·zÌ k r˘stu polymernÌch
¯etÏzc˘, ale kterÈ se ˙ËastnÌ i cyklizaËnÌch reakcÌ. MÌra reak-
tivity aktivnÌch center je pak p¯Ìmo zodpovÏdn· za obsah
a distribuci makrocykl˘ v pr˘bÏhu polymerizace. K nejd˘le-
ûitÏjöÌm reakcÌm, kterÈ vedou ke vzniku cyklick˝ch oligome-
r˘, pat¯Ì vz·jemn· reakce koncov˝ch skupin line·rnÌch mole-
kul (end-biting) (1)

(1)

a intramolekul·rnÌ reakce koncov˝ch skupin s amidov˝mi
skupinami uvnit¯ ¯etÏzce (back-biting) (2).

(2)

Podle obecnÈho modelu vlivu konkurenËnÌch end- a back-
-biting reakcÌ na kinetiku tvorby cyklick˝ch oligomer˘25,26 je
moûnÈ za p¯evaûujÌcÌ mechanismus cyklizace p¯i hydrolytickÈ
polymerizaci KL (inici·tor kyselina 6-aminohexanov·)27 po-
vaûovat back-biting (2). Dokl·d· to monotÛnnÌ vzr˘st koncen-
trace cyklick˝ch oligomer˘ k rovnov·ûn˝m hodnot·m. V po-
rovn·nÌ s vyööÌmi cyklick˝mi homology je v nerovnov·ûn˝ch
polymeriz·tech potlaËena tvorba cyklickÈho dimeru. D˘vo-
dem je z¯ejmÏ niûöÌ pravdÏpodobnost v˝skytu konformacÌ
¯etÏzc˘ nutn˝ch pro vznik dimeru v porovn·nÌ s konformace-
mi vyûadovan˝mi pro uzav¯enÌ cyklu se t¯emi Ëi Ëty¯mi struk-
turnÌmi jednotkami. Rovnov·ûn˝ch hodnot dosahuje dimer aû
po ustavenÌ rovnov·ûnÈ koncentrace monomeru.

P¯i kationtovÈ polymerizaci KL (cit.27) doch·zÌ v pr˘bÏhu
procesu ke zv˝öenÌ obsahu cyklick˝ch oligomer˘ v polymeri-
z·tu nad hodnoty rovnov·ûnÈ, coû je typick˝m znakem p¯eva-
ûujÌcÌho mechanismu cyklizace end-biting (1). P¯edpokladem
pro to je vyööÌ aktivace koncov˝ch skupin line·rnÌch molekul,
totiû N-acyllaktamovÈ a amoniovÈ, v porovn·nÌ s koncov˝mi
aminov˝mi (amoniov˝mi) a karboxylov˝mi skupinami p¯i
polymerizaci hydrolytickÈ. V souhlase se statistickou pravdÏ-
podobnostÌ v˝skytu line·rnÌch molekul s n a n + 1 strukturnÌmi
jednotkami kles· v polymerizaËnÌm systÈmu v pr˘bÏhu celÈ
polymerizace koncentrace makrocykl˘ od dimeru k hexameru.

Zvl·öù z¯etelnÏ se projevuje vliv typu inici·toru na tvorbu
cyklick˝ch oligomer˘ p¯i neaktivovanÈ aniontovÈ polymeri-
zaci KL (cit.10). P¯i iniciaci sodnou solÌ laktamu je vznik
makrocykl˘ ¯Ìzen kineticky, to znamen·, ûe v pr˘bÏhu poly-
merizace koncentrace cykl˘ v˝raznÏ p¯evyöuje hodnoty rov-
nov·ûnÈ, podobnÏ jako u polymerizace kationtovÈ. Naproti

tomu v p¯ÌpadÏ iniciace ho¯eËnatou solÌ KL nebo ethylmagne-
siumbromidem bylo p¯i polymerizacÌch jak pod10 , tak nad28

teplotou vznikajÌcÌho polymeru prok·z·no v˝raznÈ potlaËenÌ
cyklizaËnÌch reakcÌ. BÏhem polymerizace jsou koncentrace
trimeru aû pentameru 4ñ5◊ niûöÌ, koncentrace dimeru dokonce
¯·dovÏ niûöÌ neû hodnoty koncentracÌ odpovÌdajÌcÌch oligo-
mer˘ ve srovnatelnÈ f·zi polymerizace iniciovanÈ sodnou
solÌ laktamu. NiûöÌ tendence line·rnÌch molekul k cyklizaci
v polymernÌm systÈmu iniciovanÈm slouËeninami ho¯ËÌku lze
pravdÏpodobnÏ vysvÏtlit koordinaËnÌmi efekty slouËenin Mg
s koncov˝mi skupinami line·rnÌch molekul, p¯ÌpadnÏ amido-
v˝mi skupinami uvnit¯ ¯etÏzc˘10. Nep¯Ìmo tuto domnÏnku
potvrzuje existence koordinaËnÌch slouËenin bromidu ho¯eË-
natÈho s KL (cit.29) a ¯adou modelov˝ch l·tek s takov˝mi
funkËnÌmi skupinami, kterÈ jsou re·lnÏ p¯ÌtomnÈ v polymeri-
zaËnÌm systÈmu (imidy, amidy, prim·rnÌ aminy)28.

Pozoruhodnou vlastnostÌ nejniûöÌch Ëlen˘ homologickÈ
¯ady cyklick˝ch oligomer˘ KL ñ dimeru a trimeru ñ je jejich
schopnost mÏnit krystalovou strukturu v tuhÈ f·zi v z·vislosti
na teplotÏ. Na z·kladÏ v˝sledk˘ studia molekulovÈ struktury
dvou identifikovan˝ch forem cyklickÈho dimeru KL (cit.30)
a t¯Ì forem jeho cyklickÈho trimeru31 se poda¯ilo popsat sou-
vislosti mezi teplotnÏ z·visl˝mi zmÏnami jejich konformaËnÌ
struktury a zmÏnami v nadmolekulovÈ struktu¯e.

Se zvl·ötnostmi molekulovÈ struktury cyklick˝ch oligo-
mer˘ KL, zvl·ötÏ pak dimeru, souvisÌ chemickÈ vlastnosti
tÏchto slouËenin. Vysok· stabilita dimeru je v literatu¯e dokl·-
d·na nÌzkou rychlostÌ jeho kyselÈ hydrol˝zy32,33. Z porovn·nÌ
rychlostÌ acidol˝zy cyklickÈho dimeru a trimeru v bezvodÈm
prost¯edÌ34 vypl˝v·, ûe trimer je asi pÏtkr·t reaktivnÏjöÌ neû
dimer. P¯i zah¯Ìv·nÌ v bezvodÈm prost¯edÌ (260 ∞C) za vylou-
ËenÌ vzduönÈho kyslÌku podlÈh· cyklick˝ trimer transami-
daËnÌm reakcÌm za vzniku polymeru, cyklick˝ch oligomer˘
a monomeru dokonce rychleji neû KL (cit.35). TransamidaËnÌ
reakce dimeru je za stejn˝ch podmÌnek komplikov·na jeho
extrÈmnÏ vysokou teplotou t·nÌ (345 ∞C). V pevnÈ f·zi se ani
po 200 hodin·ch zah¯Ìv·nÌ p¯i 260 ∞C chemicky nemÏnÌ35.
NÌzk· reaktivita cyklickÈho  dimeru spolu s jeho vysokou
teplotou t·nÌ tak p¯edstavujÌ hlavnÌ problÈm p¯i zhodnocov·nÌ
smÏsi oligomer˘, kter· je ÑodpadnÌmì produktem z v˝roby
hydrolytickÈho polyamidu 6.

P¯ÌspÏvkem k ¯eöenÌ tohoto oûehavÈho problÈmu m˘ûe b˝t
pr·vÏ objasnÏnÌ z·konitostÌ tvorby, p¯ÌpadnÏ omezenÌ tvorby
cyklick˝ch oligomer˘ p¯i polymerizaci hexano-6-laktamu.

5. Z·vÏr

Za vÌce neû 60 let od zah·jenÌ pr˘myslovÈ v˝roby si
polyamid-6 vydobyl nezastupitelnÈ mÌsto nejen ve vl·kna¯-
sk˝ch aplikacÌch, ale i jako uölechtil˝ konstrukËnÌ plast. DalöÌ
rozöi¯ov·nÌ aplikaËnÌch moûnostÌ je Ëasto spojeno se specific-
k˝mi poûadavky na nÏkterÈ mechanickÈ nebo fyzik·lnÏ-che-
mickÈ vlastnosti materi·lu. Tyto poûadavky otevÌrajÌ öirokÈ
pole p˘sobnosti pro studium kopolymerizace ε-kaprolaktamu,
a to nejen s dalöÌmi polyamidotvorn˝mi monomery. Se syntÈ-
zou kopolymer˘ je spojena ot·zka efektivnÌch iniciaËnÌch
systÈm˘ kopolymerizace. NalezenÌ souvislostÌ mezi struktu-
rou kopolymer˘ a jejich vlastnostmi nabÌzÌ zpÏtnou vazbu pro
navrhov·nÌ nov˝ch kopolymerizaËnÌch systÈm˘. TÌm se ote-
vÌr· cesta k nov˝m polyamidov˝m materi·l˘m.

AóM óBn M + ABn

AóM óBn M + AóM óBm n  mñ
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J. Broûek, I. Prokopov·, 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. ⁄vod

Spektroskopie vibraËnÌho cirkul·rnÌho dichroismu (VCD)
(cit.1ñ4) je modernÌ spektroskopick· metoda, kter· se v po-
slednÌ dobÏ st·v· v˝znamn˝m n·strojem strukturnÌ anal˝zy.
ZatÌmco spektroskopie elektronickÈho cirkul·rnÌho dichrois-
mu (ECD) je pomÏrnÏ rozöÌ¯en· dÌky dostupn˝m komerËnÌm
spektrometr˘m, spektroskopie VCD byla doned·vna pro svou
experiment·lnÌ obtÌûnost domÈnou jen nÏkolika m·lo labora-
to¯Ì na svÏtÏ. CÌlem tohoto p¯ÌspÏvku je uvÈst tuto moder-
nÌ metodu a uk·zat nÏkterÈ v˝sledky zÌskanÈ v laborato¯i
VäCHT Praha.

2. Spektroskopie VCD

Cirkul·rnÌ dichroismus ∆A je pro dan˝ vlnoËet σ d·n
rozdÌlem mezi absorbancÌ vlevo AL a vpravo AR cirkul·rnÏ
polarizovanÈho z·¯enÌ

∆A = AL ñ AR = (εL ñ εR)cl (1)

kde εL a εR jsou mol·rnÌ absorpËnÌ koeficienty, c je l·tkov·
koncentrace a l je tlouöùka absorbujÌcÌ vrstvy. ZatÌmco ECD
je v·z·n na p¯echody mezi elektronick˝mi hladinami, za VCD
jsou zodpovÏdnÈ p¯echody mezi hladinami vibraËnÌmi.

PodmÌnkou pro nenulov˝ VCD je chiralita danÈ l·tky Ëi
smÏsi l·tek. KvantovÏ mechanickÈ vyj·d¯enÌ vede k tomu, ûe
intenzita cirkul·rnÏ dichroickÈho p·su p¯i p¯echodu ze stavu

g0 do stavu g1 je d·na tzv. rotaËnÌ silou p¯echodu vyj·d¯enou
vztahem2

R01 = Im [〈g0| |g1〉 . 〈g1| |g0〉] (2)

RotaËnÌ sÌla p¯echodu je tedy urËena nejen velikostÌ elek-
trickÈho a magnetickÈho momentu molekuly, ale takÈ
jejich vz·jemnou orientacÌ. Proto lze z intenzity, znamÈnka
a polohy VCD p·s˘ zÌskat dodateËnou informaci o prostoro-
vÈm uspo¯·d·nÌ molekuly.

Chiralitu vykazujÌ jak molekuly mal˝ch a st¯ednÌch roz-
mÏr˘, jako jsou nap¯Ìklad vitaminy, lÈËiva nebo antibiotika,
tak takÈ ob¯Ì biologicky v˝znamnÈ polymernÌ molekuly, jako
jsou polypeptidy, bÌlkoviny nebo DNA. Odtud plyne v˝znam
a perspektiva metody: VCD umoûÚuje studovat konformace
vöech tÏchto biologicky v˝znamn˝ch molekul bez ohledu na
jejich molekulovou hmotnost za r˘zn˝ch fyzik·lnÏ-chemic-
k˝ch podmÌnek v roztocÌch, kdy je pouûitÌ jin˝ch metod, jako
spektrometrie NMR Ëi rentgenovÈ strukturnÌ anal˝zy, ome-
zenÈ.

P¯ednosti infraËervenÈ spektroskopie ve srovn·nÌ s ab-
sorpËnÌ spektroskopiÌ v ultrafialovÈ a viditelnÈ oblasti, pokud
jde o strukturnÌ anal˝zu, jsou dob¯e zn·mÈ. ZatÌmco ultrafia-
lov· a viditeln· spektra jsou obvykle tvo¯ena nÏkolika öiro-
k˝mi, silnÏ se p¯ekr˝vajÌcÌmi absorpËnÌmi p·sy, jejichû p¯Ì-
tomnost je nejËastÏji v·z·na na elektronickÈ p¯echody v r·mci
dvojn˝ch vazeb Ëi voln˝ch elektronov˝ch p·r˘ v molekule,
infraËerven· spektra jsou informaËnÏ nepomÏrnÏ bohatöÌ a do-
volujÌ zÌskat strukturnÌ informace o celÈ molekule. Interpretaci
spektra je moûnÈ prov·dÏt uû na ˙rovni empirickÈho p¯i¯azenÌ
absorpËnÌch p·s˘ jednotliv˝m funkËnÌm skupin·m. P¯i¯azenÌ
p·s˘ infraËervenÈho spektra lze pak p¯enÈst takÈ na VCD
spektrum. DetailnÌ anal˝zu vöak dovoluje teprve kvantovÏ-
-mechanick˝ v˝poËet.

Sign·ly VCD jsou ve srovn·nÌ s ECD v˝raznÏ menöÌ:
∆A/A ~ 10ñ4ñ10ñ5. To je takÈ d˘vod, proË je vlastnÌ mÏ¯enÌ
VCD spektra pomÏrnÏ obtÌûnÈ, proË je pot¯ebn· vyööÌ koncen-
trace vzork˘ v roztocÌch a je omezenÈ pouûitÌ vody jako
rozpouötÏdla, ale hlavnÏ proË je dosud spektroskopie VCD
mÈnÏ rozöÌ¯en· neû spektroskopie ECD. Na ⁄stav analytickÈ
chemie VäCHT v Praze byl v r·mci projektu VS 97135
zakoupen prvnÌ komerËnÌ spektrometr firmy Bruker, a tak se
tento ˙stav stal jednÌm z ¯·dovÏ deseti svÏtov˝ch pracoviöù,
kde je moûnÈ mÏ¯it kvalitnÌ VCD spektra kapaln˝ch vzork˘
ve st¯ednÌ infraËervenÈ oblasti. P¯Ìstroj je tvo¯en spektrome-
trem s Fourierovou transformacÌ IFS 66/S, kter˝ je opat¯en
VCD/IRRAS modulem PMA 37. Metodika mÏ¯enÌ VCD byla
publikov·na d¯Ìve5.

3. Konfigurace farmakologicky
v˝znamn˝ch molekul

Spektra VCD v kombinaci  s jejich ab  initio simulacÌ
mohou b˝t pouûita k urËenÌ absolutnÌ konfigurace mal˝ch aû
st¯ednÌch chir·lnÌch molekul; nap¯. se mohou s v˝hodou uplat-
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nit p¯i studiu chir·lnÌch lÈËiv, zejmÈna tÏch, jejichû lÈËebnÈ
˙Ëinky se pojÌ s urËitou enantiomernÌ formou. Obecn˝ postup2

urËenÌ absolutnÌ konfigurace je n·sledujÌcÌ: Na z·kladÏ kvan-
tovÏ mechanickÈho ab initio v˝poËtu je simulov·no VCD
spektrum molekuly pro odhadnutou absolutnÌ konfiguraci.
Jestliûe simulovanÈ a experiment·lnÌ VCD spektrum sobÏ
odpovÌdajÌ v poloh·ch, relativnÌch intenzit·ch a znamÈncÌch
VCD p·s˘, je konfigurace molekuly zvolen· pro ab initio
v˝poËty totoûn· s konfiguracÌ mÏ¯enÈ molekuly. Stereoche-
mick· VCD studie tohoto typu je uk·z·na na n·sledujÌcÌm
p¯Ìkladu.

Na obr. 1 jsou VCD spektra (3R,4S)-4-(4-fluorofenyl)-3-
-hydroxymethyl-1-methylpiperidinu ((3R,4S)-MP-OH), l·t-
ky, kter· je meziproduktem p¯i v˝robÏ antidepresivnÌho lÈËiva
femoxetinu, a jejÌû p¯edpokl·dan· absolutnÌ konfigurace byla
dok·z·na v˝öe uveden˝m postupem v naöÌ pr·ci6. Spektry
VCD je moûnÈ velmi spolehlivÏ odliöit jednotlivÈ enantio-
mery, jak je na obr. 1 uk·z·no pro (3R,4S)-MP-OH a (3S,4R)-
-MP-OH. OpaËnÈ enantiomery poskytujÌ VCD spektra, kter·
jsou zrcadlovÏ symetrick· vzhledem k nulovÈ linii. Spektra
VCD byla d·le pouûita p¯i sledov·nÌ vlivu substituce na abso-
lutnÌ konfiguraci lÈËiva. Na obr. 1 je VCD spektrum deriv·tu
((3R,4S)-MP-OCH3), ve kterÈm je postrannÌ skupina ñOH na

chir·lnÌm uhlÌku C3 nahrazena skupinou ñOCH3. Z obr·zku
je patrn· velmi dobr· shoda mezi experiment·lnÌmi a simu-
lovan˝mi spektry (3R,4S)-MP-OCH3, kter· umoûÚuje p¯i¯adit
spektr·lnÌ p·sy jednotliv˝m vibraËnÌm mod˘m. Ze srovn·nÌ
VCD spekter 1 a 3 plyne, ûe deriv·t (3R,4S)-MP-OCH3 m·
absolutnÌ konfiguraci shodnou s (3R,4S)-MP-OH, urËitÈ kon-
formaËnÌ odliönosti jsou patrnÈ z tvaru VCD p·s˘, kterÈ od-
povÌdajÌ skelet·lnÌm vibracÌm v blÌzkosti atomu C3 (nap¯.
mody 47ñ49).

4. Konformace polypeptid˘ a bÌlkovin

VCD spektroskopie je dob¯e vyuûiteln· ke studiu konfor-
mace a konformaËnÌch zmÏn peptid˘ a bÌlkovin v roztocÌch.
Tyto studie z·roveÚ pat¯Ì k nejzajÌmavÏjöÌm aplikacÌm spek-
troskopie VCD. VyuûÌvajÌ se zejmÈna infraËervenÈ p·sy ozna-
ËovanÈ jako amid I a amid II, p¯Ìp. amid I¥ a II¥ pro deuterovanÈ
vzorky. Amid I a I¥ (1800ñ1600 cmñ1) je vyvol·n p¯ede-
vöÌm valenËnÌ vibracÌ skupiny C=O peptidovÈ vazby, amid II
(1600ñ1500 cmñ1) a amid II¥ (1500ñ1400 cmñ1) je projevem
rovinnÈ deformaËnÌ NñH (pop¯. NñD) vibrace smÌöenÈ s va-
lenËnÌ CñN vibracÌ. Mezi sekund·rnÌmi strukturami peptid˘
a bÌlkovin a jejich VCD spektry v oblasti amid I a II existuje
semiempirick· korelace1, kterou na obr. 2 demonstrujÌ VCD
spektra bÌlkovin a polypeptid˘, jejichû obsah sekund·rnÌch
struktur je zn·m z rentgenovÈ strukturnÌ anal˝zy. Obr·zek
ukazuje, ûe VCD p·s amidu I¥ je charakteristick˝ pro jednot-
livÈ  sekund·rnÌ struktury, a dokumentuje, oË z¯ejmÏjöÌ je
rozdÌl mezi jednotliv˝mi konformacemi ve spektrech VCD
ve srovn·nÌ s nepolarizovan˝mi infraËerven˝mi absorpËnÌmi
spektry.

Popsanou semiempirickou korelaci jsme vyuûili ke sle-
dov·nÌ zmÏny struktury poly(L-lysinu) (PL), ke kterÈ doch·zÌ
p¯i komplexaci s meso-tetrakis(4-sulfonatofenyl)porfyrinem

Obr. 1. Experiment·lnÌ (a) a simulovan· (b) VCD spektra prekur-
zoru chir·lnÌho lÈËiva femoxetinu; c = 0,64 mol.lñ1 v CDCl3,
(3R,4S)-MP-OH (1), (3S,4R)-MP-OH (2), experiment·lnÌ (3) a simu-
lovanÈ (4) VCD spektrum deriv·tu (3R,4S)-MP-OCH3, typickÈ spek-
trum öumu (5); ËÌsla u jednotliv˝ch p·s˘ simulovanÈho spektra 4 znaËÌ
norm·lnÌ mÛdy a jejich p¯i¯azenÌ ve spektrech 1, 2 a 3

Obr. 2. Korelace mezi sekund·rnÌmi strukturami bÌlkovin a po-
lypeptid˘ a jejich VCD (a) a infraËerven˝mi (b) spektry v oblasti
amid I¥ a II¥; ρ = 50 g.lñ1 v D2O, hemoglobin ñ vysok˝ obsah
α-öroubovice (1), konkanavalin A ñ vysok˝ obsah β-struktury (2),
poly(L-lysin) ñ struktura n·hodnÈho klubka (3)
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(TPPS). Byly zvoleny dva r˘znÏ dlouhÈ ¯etÏzce PL se st¯ed-
nÌmi molekulov˝mi hmotnostmi 1250a 34 300 (PL1250, PL34300),
kterÈ byly tvo¯eny v prvnÌm p¯ÌpadÏ deseti a ve druhÈm stov-
kami aminokyselinov˝ch zbytk˘. ZatÌmco se nepolarizovan·
infraËerven· absorpËnÌ spektra peptidovÈ a porfyrinovÈ Ë·sti
komplexu ve st¯ednÌ infraËervenÈ oblasti p¯ekr˝vajÌ, porfyri-
nov· Ë·st komplexu nep¯ispÌv· ke spektru VCD v tÈto oblasti
(obr. 3b). Tato skuteËnost umoûÚuje sledovat zmÏnu konfor-
mace polymernÌ peptidovÈ matrice p¯i interakci s porfyrinem.
ObÏ peptidovÈ matrice PL1250 a PL34300 bez p¯Ìtomnosti por-
fyrinu poskytujÌ VCD spektrum charakteristickÈ1 pro konfor-
maci tradiËnÏ oznaËovanou jako Ñn·hodnÈ klubkoì (obr. 3).
Vznik komplexu, kter˝ je ovÏ¯en fluorescencÌ, ECD a absorp-
ËnÌmi spektry ve viditelnÈ oblasti7, je doprov·zen v˝raznou
zmÏnou tvaru VCD spektra TPPS/PL1250 v amidovÈ oblasti
(obr. 3a), zatÌmco komplexace TPPS/PL34300 vyvol·v· pouze
zmÏny ve spektru na ˙rovni öumu (obr. 3b). Interakce por-
fyrinu  a  PL1250 vede tedy k lok·lnÌ destabilizaci p˘vodnÌ
konformace a ke vzniku novÈ, dob¯e definovanÈ lok·lnÌ struk-
tury, kter· je pravdÏpodobnÏ tvo¯ena ˙seky öroubovice ne-
bo β-struktury. Z nezmÏnÏnÈho tvaru VCD spektra v p¯Ìpa-
dÏ TPPS/ PL34300 plyne, ûe p¯i interakci s TPPS nedoch·zÌ
ke zmÏnÏ konformace polypeptidovÈ matrice s dlouh˝m ¯e-
tÏzcem. Spektroskopie VCD tak doplÚuje obraz o struktu¯e
peptidovÈ Ë·sti hojnÏ sledovan˝ch porfyrin-peptidov˝ch kom-
plex˘, kterÈ jsou modelov˝m systÈmem porfyrin-bÌlkovin-
n˝ch komplex˘, majÌcÌch v˝znam v prim·rnÌch stadiÌch foto-
syntÈzy, p¯enosu energie a takÈ ve fotodynamickÈ terapii.

5. Sledov·nÌ samoskladby

Popul·rnÌ tematikou souËasnÈ supramolekul·rnÌ chemie je
samoskladba (self-assembly), spont·nnÌ asociace molekul do
uspo¯·dan˝ch agreg·t˘. BÏhem procesu samoskladby m˘ûe
dojÌt v agreg·tu  ke vzniku indukovanÈ chirality, kter· se
projevuje cirkul·rnÌm dichroismem. Oproti ËastÏji pouûÌva-
nÈmu ECD m· VCD v˝hodu v tom, ûe umoûÚuje sledovat
indukovanou optickou aktivitu spojenou s charakteristick˝mi
vibracemi funkËnÌch skupin zapojen˝ch do procesu samo-

skladby. Tvorba supramolekul·rnÌch ˙tvar˘ m˘ûe b˝t do-
prov·zena i f·zov˝m p¯echodem roztoku v gel (p¯echod sol-
-gel), p¯i kterÈm jsou molekuly organick˝ch  rozpouötÏdel
imobilizov·ny nÌzkomolekul·rnÌmi l·tkami, tzv. gel·tory8.

Spektroskopii  VCD lze  pouûÌt  p¯i sledov·nÌ f·zovÈho
p¯echodu sol-gel v roztocÌch tetrabrucin-porfyrinovÈho kon-
jug·tu, jehoû struktura je na obr. 4. Vznik gelu za ˙Ëasti tÈto
l·tky je podmÌnÏn volbou rozpouötÏdla: roztok v CD3OD
p¯ech·zÌ po sonifikaci v gel9, l·tka rozpuötÏn· v CDCl3 nebo
DMSO-d6 z˘st·v· v roztoku. ZatÌmco p¯echod sol-gel se v ne-
polarizovan˝ch absorpËnÌch spektrech ve st¯ednÌ infraËervenÈ
oblasti projevuje jen malou zmÏnou intenzit a poloh p·s˘
(obr. 4b), ve spektrech VCD pozorujeme zmÏnu znamÈnka
a intenzity p·su u 1660 cmñ1, kter˝ p¯ÌsluöÌ charakteristickÈ
vibraci skupin C=O v brucinovÈ Ë·sti konjug·tu (obr. 4a). P¯i
procesu gelov·nÌ doch·zÌ tedy ke zmÏnÏ chirality v oblasti
vazby C=O. Podle naöich znalostÌ se jedn· o v˘bec prvnÌ
vyuûitÌ spektroskopie VCD k detekci f·zovÈho p¯echodu sol-
-gel. VCD p·s u 1660 cmñ1 jsme d·le vyuûili ke sledov·nÌ vlivu
fyzik·lnÏ-chemick˝ch podmÌnek na p¯echod sol-gel. Uk·zali
jsme10, ûe k p¯echodu do f·ze gelu doch·zÌ pro objemov˝
pomÏr CD3OD/DMSO-d6 ≥ 4/1 a gel je stabilnÌ p¯i teplot·ch
20ñ50 ∞C. P¯i vyööÌch teplot·ch doch·zÌ k postupnÈmu f·zo-
vÈmu p¯echodu zpÏt do roztoku.

Obr. 3. VCD spektra komplex˘ PL1250 (a) a PL34300 (b) s TPPS;
c(PL) = 0,39 mol.lñ1; a ñ Ëist˝ PL1250 (1), c(PL)/c(TPPS) = 20 (2),
c(PL)/c(TPPS) = 5 (3); b ñ Ëist˝ PL34300 (1), c(PL)/c(TPPS) = 20 (2),
Ëist˝ TPPS (3), typickÈ spektrum öumu (4); c(PL) je l·tkov· koncen-
trace p¯epoËten· na lysinovÈ zbytky

Obr. 4. VCD (a) a infraËerven· (b) spektra tetrabrucin-porfyri-
novÈho konjug·tu v z·vislosti na rozpouötÏdle: DMSO-d6, prav˝
roztok (1), CD3OD, gel (2); struktura
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1. ⁄vod

V souËasnÈ dobÏ je pro anal˝zu mlÈka a mlÈk·rensk˝ch
v˝robk˘ preferov·na spektroskopie ve st¯ednÌ IR oblasti (IR
spektroskopie). HlavnÌ nev˝hodou IR spektroskopie je siln·
absorpce vody, p¯edevöÌm v oblasti kolem 1650 cmñ1, kde
m˘ûe zastÌnit uûiteËnÈ absorpce bÌlkovin, moËoviny a acetonu.
NIR spektroskopie byla jiû v minul˝ch letech uzn·na jako
metoda vhodn· pro anal˝zu sloûenÌ p¯edevöÌm obilovin, krmiv
a masa. Pro mlÈko a mlÈËnÈ v˝robky zatÌm NIR spektroskopie
u n·s nenÌ p¯Ìliö rozöÌ¯en·. CÌlem tÈto pr·ce je proto sezn·mit
s principy NIR spektroskopie, vyhodnocenÌm namÏ¯en˝ch
spekter, s v˝hodami a vyuûitÌm tÈto metody v oblasti mlÈk·-
renstvÌ. Ve svÏtÏ publikovali pr·ci s obdobnou tematikou
naposledy Rodriguez-Otero a spol.1 v roce 1997.

2. NIR spektroskopie

2 . 1 . P r i n c i p y

NIR spektroskopie je jednou z metod molekulovÈ spek-
troskopie2, kter· vyuûÌv· spektr·lnÌ oblast vymezenou vlno-
v˝mi dÈlkami 800 nm a 2500 nm, tj. vlnoËty od 12 500 do

4000 cmñ1. CharakteristickÈ absorpce v NIR oblasti jsou spo-
jeny se svrchnÌmi tÛny a kombinaËnÌmi p¯echody valenËnÌch
a deformaËnÌch vibracÌ. SvrchnÌ tÛny a kombinaËnÌ p¯echody
zp˘sobujÌ rozöÌ¯enÌ absorpËnÌch p·s˘ v NIR spektru. Spektrum
je takÈ ovlivnÏno okolÌm mÏ¯enÈ vazby, tak je moûnÈ stanovit
nap¯. chlorid sodn˝, kter˝ s·m nenÌ v NIR aktivnÌ, ale p˘sobÌ
na polohu absorpce vody3.

Z v˝öe uvedenÈho vypl˝v·, ûe identifikace absorpËnÌch
p·s˘ v NIR spektru je pomÏrnÏ obtÌûn·, proto se NIR spek-
troskopie nevyuûÌv· k identifikaci l·tek na z·kladÏ p¯i¯azenÌ
absorpËnÌch p·s˘ jednotliv˝m funkËnÌm  skupin·m, jak je
obvyklÈ ve st¯ednÌ oblasti. NIR spektroskopie je z tÏchto
d˘vod˘ vhodn· p¯edevöÌm ke kvantitativnÌ anal˝ze, kter· je
zaloûena na celo-spektr·lnÌch metod·ch2.

2 . 2 . T e c h n i k a m Ï ¯ e n Ì N I R s p e k t e r

Techniky mÏ¯enÌ NIR spekter lze v principu rozdÏlit na
techniky mÏ¯ÌcÌ absorpci z·¯enÌ po pr˘chodu vzorkem (trans-
mitance) a techniky mÏ¯ÌcÌ absorpci z·¯enÌ po odrazu paprsku
od povrchu vzorku (reflektanci)4. NejËastÏji pouûÌvanou tech-
nikou v NIR spektroskopii je difuznÌ reflektance. DifuznÌ
reflektance je vhodn· nap¯. pro mÏ¯enÌ spekter such˝ch
vzork˘, kterÈ jsou tvo¯eny mal˝mi Ë·sticemi a v d˘sledku toho
produkujÌ difuznÏ reflektanËnÌ spektra. MÏ¯enÌ transmitance
je pouûÌv·no nejËastÏji pro zÌsk·v·nÌ spekter kapaln˝ch, p¯Ìp.
kaöovit˝ch vzork˘. Touto technikou lze mÏ¯it vlastnosti zaka-
len˝ch kapalin (nap¯. mlÈka) i v pr˘toËnÈ kyvetÏ napojenÈ na
v˝robnÌ linku. TransflektaËnÌ uspo¯·d·nÌ je vhodnÈ jen pro
mÏ¯enÌ mÈnÏ absorbujÌcÌch vzork˘. Pro techniku interaktance
je ide·lnÌ pouûitÌ vl·knovÈ optiky, kterou lze mÏ¯it podpovr-
chovÈ charakteristiky vzork˘ o vÏtöÌ tlouöùce4. Jednoduchost
a moûnost p¯esunutÌ mÏ¯enÌ z laborato¯e p¯Ìmo do v˝roby3 je
z·kladem rostoucÌ obliby vl·knovÈ optiky2.

P¯Ìstrojov· technika pro NIR spektroskopii se vyvÌjela od
filtrov˝ch p¯Ìstroj˘ p¯es st·le pomÏrnÏ rozöÌ¯enÈ disperznÌ
spektrometry, kterÈ jsou vöak postupnÏ nahrazov·ny p¯Ìstroji
s Fourierovou transformacÌ (FT). FT NIR spektrometr m· ve
srovn·nÌ s disperznÌm spektrometrem ¯adu v˝hod, p¯edevöÌm
vyööÌ rychlost snÌm·nÌ spekter, lepöÌ pomÏr sign·lu k öumu,
vysokou vlnoËtovou p¯esnost, velkou rozliöovacÌ schopnost
a konstantnÌ rozliöenÌ v celÈm rozsahu spektra2. NovÏji se takÈ
objevujÌ p¯Ìstroje s DAD (diode-array detector)5.

2 . 3 . C h e m o m e t r i c k È m e t o d y
p r o N I R s p e k t r o s k o p i i

Pro stanovovanou sloûku musÌ b˝t provedena kalibrace
p¯ÌsluönÈho NIR spektrometru pomocÌ vhodnÈho souboru ka-
libraËnÌch standard˘ (nejmÈnÏ 30 vzork˘) o zn·mÈm sloûenÌ,
kterÈ je urËeno nez·vislou analytickou metodou5. KalibraËnÌ
vzorky by mÏly charakterizovat v maxim·lnÌ mÌ¯e vlastnosti
analyzovan˝ch vzork˘ a mÏly by pokr˝vat cel˝ koncentraËnÌ
rozsah. ⁄zkÈ koncentraËnÌ rozpÏtÌ kalibraËnÌch vzork˘ lze
¯eöit p¯Ìpravou modelov˝ch vzork˘.

P¯ed kalibracÌ je obvykle nutn· ˙prava spektr·lnÌch dat.
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Typick· NIR spektra jsou charakterizov·na line·rnÌm rostou-
cÌm trendem od kratöÌch k delöÌm vlnov˝m dÈlk·m (obr. 1),
coû je zp˘sobeno rozptylem, kter˝ z·visÌ na velikosti pevn˝ch
Ë·stic vzorku a vlnovÈ dÈlce dopadajÌcÌho z·¯enÌ. Line·rnÌ
trend lze odstranit 1. derivacÌ spektra, pouûÌvajÌ se i derivace
vyööÌ. K Ëast˝m  ˙prav·m  d·le pat¯Ì vÌcen·sobn·  korekce
rozptylu (MSC ñ multiplicative scatter correction) a posun z·-
kladnÌ linie spekter (baseline shift). Vliv velikosti Ë·stic redu-
kuje SNV (Standard Normal Variate), kter· upravuje kaûdÈ
spektrum tak, aby v souboru byla smÏrodatn· odchylka pro-
mÏnn˝ch v kaûdÈm bodÏ rovna 1. Detrend odstraÚuje line·rnÌ
a kvadratickÈ zak¯ivenÌ kaûdÈho spektra. »asto b˝vajÌ meto-
diky SNV a detrend pouûÌv·ny p¯i ˙pravÏ spekter souËasnÏ6,7.

Tvorba kalibraËnÌho modelu vyûaduje pouûitÌ poËÌtaËe
vybavenÈho chemometrick˝m softwarem. Principem kalibra-
ce je zÌsk·nÌ z·vislosti mezi spektr·lnÌ informacÌ a sloûenÌm
vzorku. ZpoË·tku byla pro kalibraci (p¯edevöÌm filtrov˝ch p¯Ì-
stroj˘) vyuûÌv·na metoda vÌcen·sobnÈ line·rnÌ regrese. Tento
kalibraËnÌ model nemusÌ b˝t vûdy dostateËnÏ robustnÌ6,8. Re-
grese hlavnÌch komponent (PCR) a metoda Ë·steËn˝ch nej-
menöÌch Ëtverc˘ (PLS) pracujÌ s cel˝m spektrem a jsou zalo-
ûeny na zhuötÏnÌ spektr·lnÌ informace do nov˝ch promÏnn˝ch.
TÌm je odstranÏn problÈm zp˘soben˝ multikolinearitou. P˘-
vodnÌ vÌcerozmÏrn˝ systÈm je p¯i PCR redukov·n bez podstat-
nÈ ztr·ty informace anal˝zou hlavnÌch komponent (PCA). PC
jsou pro regresi p¯i PCR nejËastÏji vybÌr·ny sestupnÏ podle
vlastnÌ hodnoty (eigenvalue). P¯i PLS jsou nov˝mi promÏn-
n˝mi PLS faktory, kterÈ jsou line·rnÌmi kombinacemi p˘vod-
nÌch absorbancÌ. Jsou poËÌt·ny tak, aby byla maximalizov·na
kovariance mezi PLS faktory a koncentracÌ analytu9. D˘leûi-
t˝m diagnostick˝m n·strojem pro v˝voj kalibraËnÌho modelu
je z·vislost PRESS (predicted residual sum of squares) na
poËtu PC nebo PLS faktor˘ pouûit˝ch ke kalibraci. Optim·lnÌ
poËet PLS faktor˘ se volÌ v minimu funkce PRESS. Vysok˝
poËet PLS faktor˘ sniûuje schopnost predikce, protoûe PRESS
zahrnuje i spektr·lnÌ öum6. P¯i tvorbÏ kalibraËnÌch model˘ se
vyuûÌv· i neline·rnÌ regrese. TakovÈ zpracov·nÌ dat umoûÚuje
metoda umÏl˝ch neuronov˝ch sÌtÌ (ANN ñ artificial neural
network), kter· je sice n·roËn·, protoûe vyûaduje velik˝ kali-
braËnÌ soubor (500 a vÌce vzork˘), ale odchylka stanovenÌ by
mÏla b˝t niûöÌ10.

K posouzenÌ spolehlivosti zÌskanÈho kalibraËnÌho modelu

slouûÌ validace. Jednou z moûnostÌ je validace pomocÌ nez·-
vislÈho souboru vzork˘ o zn·mÈm sloûenÌ, kterÈ nebyly zahr-
nuty v kalibraËnÌm souboru. S referenËnÌmi hodnotami sloûek
zjiötÏn˝mi nez·visl˝mi metodami se porovn·vajÌ koncentrace
sloûek p¯edpovÏzenÈ prost¯ednictvÌm kalibraËnÌch model˘.
Jestliûe nenÌ k dispozici nez·visl˝ soubor vzork˘, pouûÌv· se
k ovÏ¯enÌ spr·vnosti kalibraËnÌho modelu k¯Ìûov· validace.
Kontrola spoËÌv· ve vylouËenÌ urËitÈho vzorku nebo skupiny
vzork˘ z kalibraËnÌho souboru, ostatnÌ vzorky se pouûijÌ jako
kalibraËnÌ a validaËnÌ vzorek nebo skupiny vzork˘ se vyhod-
notÌ, postup se opakuje se vöemi vzorky6.

Kvalitu kalibraËnÌho modelu lze posoudit podle smÏrodat-
nÈ odchylky kalibrace (SEC ñ standard error of calibration)
definovanÈ vztahem:

SEC = (1)

kde yNIR je hodnota p¯edpovÏzen· z NIR spektra, xi referenËnÌ
laboratornÌ hodnota i-tÈho kalibraËnÌho vzorku, N je poËet
kalibraËnÌch vzork˘6,7. P¯i validaci se pouûÌv· smÏrodatn·
odchylka predikce SEP (standard error of prediction). Je kla-
den d˘raz na minim·lnÌ SEP, protoûe se jedn· o odchylku,
kter· je oËek·v·na v budoucÌch p¯edpovÏdÌch. SEP spolehlivÈ
kalibrace nenÌ obvykle o mnoho vÏtöÌ neû SEC (cit.6,7). Pro
porovn·nÌ spolehlivosti kalibrace pro r˘znÈ sloûky lze vypo-
ËÌtat kalibraËnÌ variaËnÌ koeficient CCV (calibration coeffi-
cient of variation), kter˝ vyjad¯uje SEC v procentech pr˘mÏrnÈ
laboratornÌ hodnoty. Analogicky lze vypoËÌtat na z·kladÏ SEP
predikËnÌ variaËnÌ koeficient6,7. V˝hodou CCV ve srovn·nÌ
s SEC je nez·vislost na pouûit˝ch jednotk·ch. Dobr· kalibrace
m· hodnotu CCV pod 5 % a CCV do 10 % je jeötÏ p¯ijateln˝8.

ReferenËnÌ a predikovanÈ hodnoty by v ide·lnÌm p¯ÌpadÏ
mÏly vykazovat line·rnÌ z·vislost jdoucÌ poË·tkem a se smÏr-
nicÌ rovnou 1. Kvalitu modelu lze proto posoudit na z·kladÏ
korelaËnÌho koeficientu R, testov·nÌm koeficient˘ line·rnÌ
z·vislosti, d·le lze vyuûÌt t-test, resp. z-test7.

DalöÌmi metodami, jejichû pouûitÌ m· v˝znam p¯edevöÌm
p¯i identifikaci a kvalifikaci nezn·mÈho vzorku, je anal˝za
hlavnÌch komponent (PCA ñ principal component analysis)
a shlukov· anal˝za (cluster analysis). Tyto postupy slouûÌ
k posouzenÌ mÌry shody nezn·mÈho vzorku se standardem
nebo jeho za¯azenÌ do charakterovÏ nejbliûöÌ t¯Ìdy5,6.

3. Aplikace NIR spektroskopie
v mlÈk·renskÈm pr˘myslu

Spektroskopie v NIR oblasti se v potravin·¯stvÌ a zemÏ-
dÏlstvÌ jako jedin˝ch oborech uplatÚuje uû od 60. let (stanove-
nÌ vody, protein˘, olej˘ a tuk˘, sacharid˘). DalöÌ uplatnÏnÌ
naöla ve farmacii, petrochemii, medicÌnÏ a p¯i sledov·nÌ ûivot-
nÌho prost¯edÌ5. NIR spektroskopie se pouûÌv· zejmÈna pro
stanovenÌ hlavnÌch sloûek, tzn. suöiny, bÌlkovin, tuku a sacha-
rid˘. P¯i anal˝ze mlÈka a mlÈk·rensk˝ch v˝robk˘ jsou to
nejËastÏji prov·dÏnÈ rozbory, a proto m· NIR spektroskopie
v tÈto oblasti velk˝ potenci·l. Aplikace NIR spektroskopie je
vöak mnohem öiröÌ a zahrnuje i stanovenÌ senzorick˝ch a fy-
zik·lnÏ-chemick˝ch parametr˘ (hustota, bod tuhnutÌ, pH, veli-
kost Ë·stic)1. ⁄spÏönost p¯i vyuûitÌ  NIR spektroskopie z·visÌ
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Obr. 1. P¯Ìklady NIR reflektanËnÌch spekter mlÈka a mlÈk·ren-
sk˝ch produkt˘; 1 ñ syrovÈ mlÈko, 2 ñ taven˝ s˝r 20 % t. v s., 3 ñ
taven˝ s˝r 45 % t. v s., 4 ñ taven˝ s˝r 60 % t. v s., 5 ñ kasein·t sodn˝,
A ñ absorbance, λ ñ vlnov· dÈlka
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nejen na kvalitÏ p¯Ìstroje a jeho konstrukci, ale takÈ na refe-
renËnÌ metodÏ, standardnÌ p¯ÌpravÏ vzorku, jeho homogenitÏ
a v neposlednÌ ¯adÏ na kalibraËnÌ metodÏ.

3 . 1 . T e k u t È m l È k o

V anal˝ze zpracov·vanÈho mlÈka a tekut˝ch mlÈËn˝ch
v˝robk˘ je dominantnÌ st¯ednÌ infraËerven· oblast s p¯Ìstroji
typu MilkoScan, proto je poËet p˘vodnÌch pracÌ pomÏrnÏ
mal˝. P¯esto je NIR spektroskopie i v tÈto oblasti pouûiteln·.
PublikovanÈ pr·ce11ñ20 jsou nejËastÏji vÏnov·ny z·kladnÌmu
sloûenÌ mlÈka (suöina, tuk, bÌlkoviny a laktosa). NIR spektra
jsou obvykle snÌm·na v transmitanci.

U syrovÈho mlÈka je snaha o mÏ¯enÌ vzork˘ bez homoge-
nizace11,12. Tento postup ovÏ¯ili nap¯. Chen a spol.12 na 154
vzorcÌch mlÈka pro stanovenÌ tuku. TransmitanËnÏ namÏ¯en·
spektra byla zpracov·na  metodou  PLS. ZÌskan· kalibrace
vykazovala velmi dobrÈ parametry (korelaËnÌ koeficient kali-
brace 0,99 a SEP 0,19 %).

ÿadu pracÌ, kter· se zab˝v· sloûenÌm syrovÈho nehomoge-
nizovanÈho mlÈka a obsahem somatick˝ch bunÏk, publikovali
Tsenkova a spol.13 Z·nÏt mlÈËnÈ ûl·zy, kter˝ se projevuje
vysok˝m poËtem somatick˝ch bunÏk, ovlivÚuje takÈ sloûenÌ
mlÈka. SomatickÈ buÚky zvyöujÌ rozptyl svÏtla, protoûe se
mÏnÌ distribuce Ë·stic v mlÈce. PomocÌ transmitanËnÌch spek-
ter nehomogenizovanÈho syrovÈho mlÈka je moûnÈ rozeznat
mlÈko od dojnice se z·nÏtem vemene (mastitidou). Nez·visl·
validace uk·zala, ûe vzorky s vysok˝m poËtem somatick˝ch
bunÏk jsou analyzov·ny s niûöÌ p¯esnostÌ. PodmÌnky mÏ¯enÌ
sloûek nehomogenizovanÈho mlÈka byly d·le optimalizov·-
ny14,15. NejlepöÌch v˝sledk˘ bylo dosaûeno ve spektr·lnÌ ob-
lasti 1100ñ2400 nm v 1 mm kyvetÏ po ˙pravÏ spekter 1. deri-
vacÌ s vyuûitÌm PLS metody.

Kamishikiryo-Yamashita a spol.16 se zab˝vali stanove-
nÌm bÌlkovin. Pro kalibraci byly pouûity hodnoty 2. derivace
log (1/T). Luinge a spol.17 porovnali FT IR spektrometr Per-
kin-Elmer a filtrov˝ NIR analyz·tor Multispec MAK 2 pro
stanovenÌ tuku, bÌlkovin a laktosy.

Hall a Chan18 publikovali pr·ci zab˝vajÌcÌ se anal˝zou
tuku, bÌlkovin a laktosy. TransmitanËnÌ spektra (700ñ2500
nm) byla zpracov·na vÌcen·sobnou line·rnÌ regresÌ. Po
nez·vislÈ validaci mÏly korelaËnÌ koeficient a SEP hodnotu
pro tuk 0,99 a 0,04 %, pro bÌlkoviny 0,94 a 0,08 % a pro laktosu
0,82 a 0,05 %.

Pro anal˝zu mlÈka se st·le ËastÏji objevuje on-line NIR
mÏ¯enÌ. P¯i kontrole tuku v mlÈce byl pouûit on-line systÈm
NIRSystems Process Analytics 5500, kter˝ byl napojen na
v˝robnÌ za¯ÌzenÌ a byl sledov·n pr˘bÏh v˝roby19. Spektra byla
snÌm·na v rozsahu 700 aû 1100 nm vl·knovou optikou. K vy-
tvo¯enÌ kalibraËnÌho a validaËnÌho modelu bylo pouûito vÌce-
n·sobnÈ line·rnÌ regrese a pro stanovenÌ tuku v mlÈce byl
zÌsk·n korelaËnÌ koeficient kalibrace 0,84 a SEP 0,07 %.
Velmi ˙zkÈ koncentraËnÌ rozpÏtÌ tuku v mlÈce p¯ispÏlo k ne-
p¯esnostem ve vytvo¯en˝ch kalibracÌch. On-line systÈm Kat-
rina Protronic popisuje ve svÈ pr·ci takÈ Newman20.

3 . 2 . F e r m e n t o v a n È m l È Ë n È v ˝ r o b k y

TakÈ v tÈto mlÈk·renskÈ oblasti p¯evaûuje p¯i kontrole
suroviny, meziproduktu i v˝robku st¯ednÌ IR oblast. Rozs·hl·
pr·ce vÏnovan· problematice kontroly jakosti jogurt˘ a dal-

öÌch mlÈk·rensk˝ch v˝robk˘ prost¯ednictvÌm NIR spektro-
skopie byla zpracov·na Jind¯ichem21. Byly porovn·ny dva ty-
py p¯Ìstroj˘ ñ disperznÌ spektrometr NIRSystems 6500 a spek-
trometr s FT Nicolet ProtÈgÈ 460. Z·kladnÌ sloûenÌ jogurt˘
(suöina, tuk, bÌlkoviny) bylo mÏ¯eno  v transportnÌ kyvetÏ
a vl·knovou optikou na p¯Ìstroji NIRSystems 6500. P¯i porov-
n·nÌ hodnot zÌskan˝ch kalibracÌ tÏmito dvÏma r˘zn˝mi tech-
nikami nebyly zjiötÏny v˝znamnÏjöÌ rozdÌly. MÏ¯enÌ v kyvetÏ
vyûaduje pracnÏjöÌ a sloûitÏjöÌ p¯Ìpravu vzork˘ na rozdÌl od
techniky vl·knovÈ optiky, kde se sonda p¯Ìmo pono¯ila do
vzorku. Na p¯Ìstroji Nicolet ProtÈgÈ 460 byly jogurty takÈ
promÏ¯eny pomocÌ vl·knovÈ optiky. P¯i kalibraci na disperz-
nÌm p¯Ìstroji byla pouûita 1. nebo 2. derivace spektra a 4 PLS
faktory, na p¯Ìstroji s FT 1. derivace a 5 aû 6 faktor˘.

Kalibrace pro stanovenÌ tuku, bÌlkovin a suöiny ve fermen-
tovan˝ch v˝robcÌch22 proveden· s 1. derivacÌ spekter (reflek-
tance, 30 mm kyveta) poskytla pro vöechny sloûky vysokÈ
korelaËnÌ koeficienty a nÌzkÈ SEC. P¯i validaci se korelaËnÌ
koeficienty p¯Ìliö nezmÏnily, ale SEP byla i t¯ikr·t horöÌ neû
SEC. P¯ÌËinou je vysok˝ poËet PLS faktor˘ (7 pro tuk, 10 pro
bÌlkoviny, 11 pro suöinu). V dalöÌ publikaci auto¯i23 doporuËujÌ
pro v˝robky tohoto typu spÌöe transflektanËnÌ mÏ¯enÌ, protoûe
u vzork˘ rozptylujÌcÌch z·¯enÌ je takto zmÏ¯eno veökerÈ neab-
sorbovanÈ z·¯enÌ. Vzorky (103 kalibraËnÌch a 40 validaËnÌch)
byly mÏ¯eny v rozsahu 1100ñ2500 nm spektrometrem NIR-
Systems 6500 v 0,2 mm kyvetÏ. S pouûitÌm MPLS metody po
˙pravÏ spekter (SNV, detrend a MSC) byly zÌsk·ny nejlepöÌ
kalibraËnÌ v˝sledky s 1. nebo 2. derivacÌ spekter a se 6 aû 8
PLS faktory.

3 . 3 . Z a h u ö t Ï n È a s u ö e n È m l È k o

V analytice a kontrole potravin·¯sk˝ch surovin a v˝robk˘
s nÌzk˝m obsahem vody ñ mouka, zrno, olejnat· semena
i suöenÈ mlÈko se vyuûÌv· ve velkÈm mÏ¯Ìtku NIR spektro-
skopie a filtrovÈ p¯Ìstroje obvykle v reflektanËnÌm uspo¯·d·nÌ.
FiltrovÈ p¯Ìstroje jsou v tÈto oblasti v souËasnÈ dobÏ rutinnÏ
pouûÌv·ny.

Martel a Paquin24 sledovali pr˘bÏh zahuöùov·nÌ mlÈka.
K mÏ¯enÌ byl pouûit FT spektrometr Bomem DA3 v transmi-
tanci (kyveta 0,3 mm). Obsah vody byl korelov·n s absorbancÌ
p¯i 6900 cmñ1 (1450 nm). K omezenÌ rozptylu svÏtla je nutn·
vysokotlak· homogenizace vzorku.

Barab·ssy a Kaffka26 kalibrovali p¯Ìstroje NIRSystems
6500 a PMC Spectralyzer 1025 na z·kladÏ mÏ¯enÌ 104 smÏsÌ
mlÈËnÈho suöenÈho pr·öku, obsahujÌcÌho v r˘znÈm pomÏru
odst¯edÏnÈ mlÈko, suöenou syrov·tku, bÌlkoviny a laktosu pro
stanovenÌ vlhkosti, tuku, bÌlkovin, laktosy a popelovin. Vytvo-
¯enÌm kombinacÌ sloûek ve smÏsÌch bylo rozöÌ¯eno koncen-
traËnÌ rozpÏtÌ jednotliv˝ch stanovovan˝ch sloûek, a tÌm byla
zv˝öena ˙spÏönost kalibrace.

ZajÌmavou aplikacÌ je klasifikace suöenÈho mlÈka podle
tepelnÈho oöet¯enÌ a posouzenÌ mÌry denaturace bÌlkovin3,25.
Kalibrace je zaloûena na mÏ¯enÌ zmÏn vodÌkov˝ch a disulfi-
dov˝ch vazeb, tvorbÏ H2S a distribuce velikostÌ Ë·stic.

3 . 4 . S ˝ r y a t v a r o h y

ZnaËnou perspektivu m· NIR spektroskopie p¯i kontrole
v˝roby s˝r˘ a tvaroh˘, protoûe v tÈto oblasti jÌ nekonkuruje IR
spektroskopie.

Chem. Listy 96, 305 ñ 310 (2002) Refer·ty

307



P¯esnost stanovenÌ tuku, bÌlkovin a suöiny v s˝rech NIR
reflektanËnÌ spektroskopiÌ ve srovn·nÌ s referenËnÌmi metoda-
mi hodnotÌ RodrÌguez-Otero a spol.27 Pro kalibraci bylo na
p¯Ìstroji NIRSystems 6500 v odrazu promÏ¯eno 92 kalibraË-
nÌch a 25 validaËnÌch vzork˘ s˝r˘. Kalibrace byla vyhodnoce-
na MPLS regresÌ, pro nÏkterÈ sloûky vöak byla pouûita aû 3.
derivace spekter a 8 faktor˘. StejnÈ pracoviötÏ28 ovÏ¯ovalo
p¯Ìstroj Meatspec s filtry v rozsahu 800ñ1100 nm, kter˝ je
rutinnÏ pouûÌv·n pro anal˝zu masa a masn˝ch v˝robk˘.

StanovenÌm suöiny, tuku a bÌlkovin s˝r˘ Gervais se zab˝-
val Jind¯ich21. K mÏ¯enÌ NIR spekter 32 vzork˘ bylo pouûito
p¯Ìstroj˘ NIRSystems 6500 a Nicolet ProtÈgÈ 460, oba s vl·k-
novou optikou. Kalibrace vych·zely z 1. derivacÌ spekter
s nÌzk˝m poËtem PLS faktor˘. PonÏkud lepöÌ parametry vyka-
zovaly kalibrace p¯Ìstroje ProtÈgÈ 460.

Analytikou nÌzkotuËn˝ch s˝r˘, ve kter˝ch byl p¯Ìdavek
algin·t˘ a karagenan˘ pro zlepöenÌ vaznosti vody se zab˝val
De Santes a spol.29 N˙ñez-S·nchez a spol.30 porovnali reflek-
tanËnÌ mÏ¯enÌ a vl·knovou optiku pro ovËÌ s˝ry. LepöÌ v˝sled-
ky neû mÏ¯enÌ pl·tku s˝ra poskytujÌ nastrouhanÈ vzorky, a to
i pro vl·knovou optiku.

StanovenÌm vlhkosti, tuku, bÌlkovin a kyseliny mlÈËnÈ
v s˝rech Danbo se zab˝vali Sørensen a Jepsen31. NIR reflek-
tanËnÌ spektra byla snÌm·na ve vlnovÈm rozsahu 1100 aû
2500 nm a transmitanËnÌ spektra v rozsahu 800 aû 1100 nm.
P¯ed kalibracÌ metodou PLS byly testov·ny r˘znÈ ˙pravy
spekter a vybÌr·ny  Ë·sti spektra nesoucÌ charakteristickou
informaci. LepöÌch v˝sledk˘ bylo dosaûeno p¯i mÏ¯enÌ v trans-
mitanci (kromÏ kyseliny mlÈËnÈ). Pro senzorickÈ vlastnosti32

mÏ¯enÈ a vyhodnocenÈ stejn˝m zp˘sobem jako p¯edchozÌ
pr·ce31 se optim·lnÌ poËet PLS pohyboval mezi hodnotami
3ñ8. P¯esnost v˝sledk˘ reflektanËnÌho mÏ¯enÌ byla lepöÌ neû
u transmitance. KorelaËnÌ koeficient kalibrace obdrûen˝ ref-
lektanËnÌ technikou se pohyboval v rozmezÌ 0,86ñ0,94 u kon-
zistence a v rozmezÌ 0,52ñ0,77 u chuùov˝ch vlastnostÌ. Pr·ce
uk·zala, ûe je moûnÈ pomocÌ NIR spektroskopie urËovat sen-
zorickÈ vlastnosti, p¯edevöÌm konzistenËnÌ, kterÈ majÌ uûöÌ
vztah k z·kladnÌmu sloûenÌ.

Vedle stanovenÌ z·kladnÌho sloûenÌ je u s˝r˘ zajÌmavÈ
sledovat frakce dusÌku33. Jejich stanovenÌ NIR spektroskopiÌ
nemusÌ b˝t vûdy ˙spÏönÈ, jak ukazujÌ nap¯. v˝sledky zaloûenÈ
na mÏ¯enÌ 107 vzork˘ s˝ra Danbo, kterÈ byly mÏ¯eny jako
2 cm siln˝ pl·tek v reflektaËnÌm modulu spektrometru NIR-
Systems 6500.

NIR spektroskopie vöak neslouûÌ jen k anal˝z·m vyrobe-
n˝ch s˝r˘, m˘ûe nalÈzt velmi dobrÈ vyuûitÌ i p¯i ¯ÌzenÌ v˝roby
s˝r˘. V nejjednoduööÌm p¯ÌpadÏ poslouûÌ i cenovÏ dostupnÏjöÌ
filtrovÈ p¯Ìstroje34. TransmitanËnÌ spektra byla z·kladem pro
mezioperaËnÌ kontrolu suöiny a tuku po odpuötÏnÌ syrov·tky35.
StejnÈ parametry p¯i v˝robÏ s˝r˘ sledovali Hall a De Tho-
mas19, pouûili vöak on-line systÈm NIRSystems Process Ana-
lytics 5500. NIR spektra v rozsahu 700 aû 1100 nm byla
vyhodnocena MLR a pro stanovenÌ vody a tuku byla SEP
0,14 % a 0,23 %. Klenke a Schneemann36 monitorovali trans-
mitanËnÏ suöinu nÌzkotuËnÈho tvarohu p¯Ìstrojem NIRSys-
tems 6500 s pr˘toËnou kyvetou.

NejzajÌmavÏjöÌ aplikacÌ v s˝ra¯stvÌ je vöak sledov·nÌ pro-
cesu sr·ûenÌ a urËenÌ okamûiku zah·jenÌ kr·jenÌ s˝¯eniny. Na
toto tÈma bylo v poslednÌ dobÏ publikov·no nÏkolik pracÌ.
Sondu vl·knovÈ optiky lze umÌstit p¯Ìmo v s˝ra¯skÈ vanÏ, kde
probÌh· enzymov· hydrol˝za κ-kaseinu. Pro mÏ¯enÌ byl po-

uûit optick˝ detektor DFA-9500 s optick˝m filtrem v oblasti
950 nm. Z·vislost absorbance na Ëase m· sigmoidnÌ pr˘bÏh
a lze ji vyuûÌt pro urËenÌ optim·lnÌ doby zaË·tku zpracov·nÌ
sraûeniny37. Obdobn˝ postup byl pouûit38 i p¯i monitorov·nÌ
koagulace kozÌho mlÈka. CelÈ reflektanËnÌ spektrum (1100 aû
2500 nm) pro sledov·nÌ koagulace mlÈka pepsinem pouûili
Laporte a spol.39 Spektr·lnÌ data byla porovn·na s ˙daji z ko-
agulometru s korelaËnÌm koeficientem 0,97.

Mnohem mÈnÏ p˘vodnÌch pracÌ je vÏnov·no taven˝m
s˝r˘m. Molt a Kohn40 ve svÈ pr·ci studovali kvalitu taven˝ch
s˝r˘ sledov·nÌm obsahu suöiny, tuku, bÌlkovin a laktosy. Ke
snÌm·nÌ spekter byl pouûit disperznÌ p¯Ìstroj Infratec 1255
v rozsahu 800ñ1100 nm. PLS kalibrace a validace poskytla
tyto v˝slednÈ hodnoty: R = 0,997 a SEP 0,667 % pro suöinu,
R = 0,999 a SEP = 0,712 % pro tuk, R = 0,996 a SEP = 0,360 %
pro bÌlkoviny a R = 0,985 a SEP = 0,444 % pro laktosu.
D˘leûit˝m aspektem tÈto aplikace je zajiötÏnÌ homogenity
mÏ¯en˝ch taven˝ch s˝r˘, jak potvrzuje i dalöÌ pr·ce41, kde byly
suöina a tuk taven˝ch s˝r˘ mÏ¯eny na filtrovÈm p¯Ìstroji trans-
mitanËnÏ a bylo porovn·no nÏkolik regresnÌch algoritm˘.

3 . 5 . O s t a t n Ì m l È k · r e n s k È v ˝ r o b k y
a a p l i k a c e

On-line NIR anal˝za je s v˝hodou vyuûÌv·na p¯i kontrole
obsahu vody v m·sle3. P¯Ìstrojem NIRSystems Proces Analy-
tics 5500 napojen˝m na v˝robnÌ za¯ÌzenÌ byla snÌm·na spektra
v rozsahu 700 aû 1100 nm vl·knovou optikou. KalibraËnÌ
model pro stanovenÌ vody v m·sle vytvo¯en˝ vÌcen·sobnou
line·rnÌ regresÌ je charakterizov·n korelaËnÌm koeficientem
0,86 a SEP 0,11 %. NÌzk· hodnota korelaËnÌho koeficientu je
ovlivnÏna ˙zk˝m koncentraËnÌm rozpÏtÌm, ve kterÈm se voda
v m·sle m˘ûe pohybovat. Data jsou vöak dob¯e vyuûiteln· pro
konstrukci regulaËnÌch diagram˘.

Pro kvalitu mraûen˝ch smetanov˝ch krÈm˘ je d˘leûit·
velikost ledov˝ch krystal˘. On-line mÏ¯enÌ NIR spektroskopiÌ
popsali Windlab a Bolliger42 s korelaËnÌm koeficientem 0,94.
StanovenÌ suöiny,  tuku a  bÌlkovin ve  smetanovÈm  krÈmu
Pa¯Ìûanka popsal Jind¯ich21.

Pouliot a spol.43 se zab˝vali mÏ¯enÌm tepelnÈ denaturace
syrov·tkov˝ch bÌlkovin a stanovenÌm stupnÏ hydrol˝zy syro-
v·tkov˝ch bÌlkovin trypsinem. Spektra byla mÏ¯ena na p¯Ìstro-
ji NIRSystems 6500 v rozsahu 1100ñ2500 nm vl·knovou
optikou. PLS kalibrace a validace poskytla velmi upokojivÈ
v˝sledky. ZajÌmav· je aplikace NIR spektroskopie pro stano-
venÌ kaseinu a jeho frakcÌ. DÌaz-Carrillo a spol.44 mÏ¯ili spek-
tra vzork˘ kozÌho mlÈka, kterÈ bylo naneseno na filtr ze
skeln˝ch vl·ken. Po usuöenÌ byl vzorek mÏ¯en transmitanËnÏ
v oblasti 1100ñ2500 nm, filtr bez vzorku slouûil jako refe-
rence. Pro kalibraci byla spektra upravena 1. derivacÌ a zpra-
cov·na metodou PLS. DÌky ˙pravÏ vzorku byla pr·ce takÈ
˙spÏön· p¯i stanovenÌ kaseinov˝ch frakcÌ (αs-, βs- a κ-kasein),
aËkoli se vyskytujÌ v mlÈce v nÌzk˝ch koncentracÌch; kromÏ
toho byla vytvo¯ena kalibrace pro celkov˝ kasein, bÌlkoviny,
tuk a laktosu. NIR spektroskopie m˘ûe b˝t n·strojem pro
sledov·nÌ poruöenÌ mlÈka (voda, NaCl, odst¯edÏnÈ suöenÈ
mlÈko)45.

Na p¯Ìstroji NIRSystems 5000 bylo detegov·no Clostri-
dium tyrobutyricum p¯i zr·nÌ polotvrd˝ch s˝r˘ Danbo46. Spek-
troskopick· mÏ¯enÌ byla provedena ve vlnovÈm rozsahu 1100ñ
2500 nm v reflektanci. SoubÏûnÏ s NIR mÏ¯enÌm byly ply-
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novou chromatografiÌ sledov·ny hodnoty voln˝ch mastn˝ch
kyselin, p¯edevöÌm kyseliny m·selnÈ, jejÌû koncentraËnÌ p¯Ì-
r˘stek signalizuje m·selnÈ du¯enÌ s˝r˘. KalibraËnÌ modely
byly vypracov·ny pomocÌ regresnÌho PLS modelu a validov·-
ny k¯Ìûovou validacÌ (R 0,94; SEP 0,02 %). Vysok˝ poËet PLS
faktor˘ (12) je od˘vodniteln˝ velmi nÌzkou koncentracÌ kyse-
liny m·selnÈ (0,01ñ0,35 %).

4. Z·vÏr

Z uvedenÈho p¯ehledu je z¯ejmÈ, ûe NIR spektroskopie
nach·zÌ uplatnÏnÌ p¯i kontrole v˝roby i fin·lnÌch produkt˘
mlÈk·rensk˝ch v˝rob˘ vöech typ˘. FiltrovÈ p¯Ìstroje ustupujÌ
a jsou nahrazov·ny zejmÈna FT NIR spektrometry. Rozöi¯o-
v·nÌ NIR spektroskopie napom·h· v˝voj v oblasti chemomet-
rick˝ch metod pro vyhodnocenÌ spekter a kalibrace a dostup-
nost v˝konnÈ v˝poËetnÌ techniky. K hlavnÌm v˝hod·m NIR
spektroskopie pat¯Ì5 p¯edevöÌm rychlost ñ namÏ¯enÌ jednoho
spektra je ot·zkou nÏkolika sekund nebo nejv˝öe minut. Sa-
motnÈ mÏ¯enÌ nevykazuje zvl·ötnÌ n·roky na obsluhujÌcÌ per-
son·l a na prostor. Jde o nedestruktivnÌ metodu, kter· nevyûa-
duje speci·lnÌ p¯Ìpravu vzorku a chemik·lie, neprodukuje
proto û·dn˝ chemick˝ odpad. Na rozdÌl od spektroskopie ve
st¯ednÌ oblasti je moûnÈ mÏ¯it p¯es transparentnÌ obaly. Ide·lnÏ
se hodÌ k anal˝ze vzork˘ s vysok˝m obsahem vody. Kvalita-
tivnÌ anal˝za zaloûen· na NIR spektrech slouûÌ takÈ k identi-
fikaci Ëi klasifikaci soubor˘ vzork˘. NIR spektroskopii ovöem
nelze povaûovat za zcela univerz·lnÌ metodu. P¯es nÏkterÈ
nev˝hody (niûöÌ citlivost ve srovn·nÌ s IR, horöÌ p¯edpoklady
pro stanovenÌ obsahu minoritnÌch l·tek, nutnost pomÏrnÏ n·-
kladnÈ kalibrace, vysok· po¯izovacÌ cena), jsou uvedenÈ v˝-
hody p¯edpokladem pro öirokÈ vyuûitÌ v praxi5.

Metoda NIR spektroskopie umoûÚuje multikomponentnÌ
anal˝zu r˘zn˝ch produkt˘ od kapaln˝ch k pevn˝m l·tk·m
a osvÏdËila se jako metoda pro rutinnÌ technologickou kontro-
lu, kde je rychlost anal˝zy (nap¯. kontrola meziprodukt˘) Ëasto
d˘leûitÏjöÌ neû vysok· p¯esnost. KlasickÈ analytickÈ metody
nemohou v souËasnÈ dobÏ splnit n·roky na rychlost a mnoûstvÌ
prov·dÏn˝ch rozbor˘ p¯i provoznÌ kontrole mlÈk·renskÈ tech-
nologie.

Tato pr·ce je souË·stÌ ¯eöenÌ v˝zkumnÈho z·mÏru MäMT
CEZ: J19/98 223300005.
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1. ⁄vod

IntenzivnÌ a systematick˝ v˝zkum nitrid˘ 3. podskupiny,
AIIIN (AIII = Al, Ga, In), jako materi·l˘ pro elektroniku lze
datovat od 80. let minulÈho stoletÌ. Oproti k¯emÌku a nÏkter˝m
frekventovan˝m polovodiv˝m materi·l˘m typu AIIIBV, nap¯.
arsenidu gallitÈmu, jde o materi·ly relativnÏ novÈ, aplikaËnÏ
velmi perspektivnÌ. Bin·rnÌ nitridy hlinÌku, gallia a india a je-
jich smÏsnÈ pevnÈ roztoky jsou podskupinou polovodiv˝ch
materi·l˘ typu AIIIBV s nÏkter˝mi specifick˝mi chemick˝mi,
elektrick˝mi a optick˝mi vlastnostmi, kterÈ urËujÌ jejich öiro-
k˝ aplikaËnÌ potenci·l v souËasnÈ elektronice. Hodnoty öÌ¯e
zak·zan˝ch p·s˘ energie v rozmezÌ 1,9 aû 6,2 eV (0,6 aû
0,2 µm) umoûÚujÌ konstrukci nekoherentnÌch i koherentnÌch
zdroj˘ z·¯enÌ1 a fotodetekËnÌch prvk˘1 v celÈ viditelnÈ a ultra-
fialovÈ oblasti spektra. NÏkterÈ specifickÈ vlastnosti tÏchto
materi·l˘, nap¯. chemick· a tepeln· stabilita, vysok· tepeln·
vodivost, vysokÈ hodnoty öÌ¯e zak·zan˝ch p·s˘ energie (öiro-
kop·sovÈ polovodiËe), stabilita v˘Ëi z·¯enÌ, jsou ide·lnÌ pro
konstrukci vysoce v˝konn˝ch mikrovlnn˝ch souË·stek pro
teploty vyööÌ neû 300 ∞C, nap¯. tranzistor˘ ¯Ìzen˝ch elektric-
k˝m polem MESFET (cit.2) a tranzistor˘ s vysokou elektrono-
vou pohyblivostÌ HEMT (cit.3). Materi·ly jsou vhodnÈ i pro
konstrukci plan·rnÌch optick˝ch4 a akustick˝ch5 vlnovod˘.
äirokÈ aplikaËnÌ moûnosti jsou vöak prov·zeny nÏkter˝mi
technologick˝mi problÈmy jejich p¯Ìpravy. Absence ide·lnÌch

podloûek (substr·t˘) pro p¯Ìpravu monokrystalick˝ch tenk˝ch
vrstev a funkËnÌch struktur tÏchto materi·l˘ je problÈmem
nejz·vaûnÏjöÌm.

2. StrukturnÌ a fyzik·lnÌ vlastnosti nitrid˘ AIIIN

Bin·rnÌ nitridy hlinÌku, gallia a india existujÌ p¯ev·ûnÏ
v termodynamicky stabilnÌ öestereËnÈ modifikaci strukturnÌho
typu wurtzitu (P 63mc). PomocÌ tzv. nerovnov·ûn˝ch techno-
logick˝ch postup˘, nap¯. depozicÌ z molekul·rnÌch svazk˘
nebo depozicÌ z organokovov˝ch systÈm˘, lze na kubick˝ch
podloûk·ch p¯ipravit i termodynamicky metastabilnÌ kubic-
kou modifikaci typu sfaleritu (F ). MajoritnÌ postavenÌ
v aplikacÌch v elektronice m· vöak modifikace öestereËn·. Jde
o l·tky p¯ev·ûnÏ kovalentnÌ s charakteristickou tetraedrickou
koordinacÌ v obou strukturnÌch typech, chemicky a tepelnÏ
znaËnÏ inertnÌ. Materi·ly wurtzitovÈho strukturnÌho typu jsou
p¯ÌmÈ polovodiËe s hodnotou zak·zanÈho p·su energie Eg
v rozmezÌ 1,9 aû 6,2 eV (obr. 1). D˘leûitÈ fyzik·lnÌ vlastnosti
tÏchto materi·l˘6 jsou uvedeny v tab. I.

3. TermodynamickÈ vlastnosti nitrid˘ AIIIN

Termodynamick· data pro pevn˝ AlN jsou uv·dÏna v ¯adÏ
tabel·rnÌch sbÌrek, nap¯.7ñ9, p¯iËemû doporuËenÈ hodnoty se
prakticky neliöÌ. Data pro GaN a InN z r˘zn˝ch zdroj˘ se
naopak liöÌ v˝znamnÏ. V tabulce II jsou shrnuta termody-
namick· data pro pevnÈ nitridy prvk˘ AIII uv·dÏn· v literatu¯e.

V poslednÌ dobÏ byly publikov·ny nÏkterÈ novÈ ˙daje
t˝kajÌcÌ se termodynamick˝ch vlastnostÌ pevnÈho GaN. Tep-
lotnÌ z·vislost mol·rnÌ tepelnÈ kapacity ve tvaru

43m

Obr. 1. Energie zak·zanÈho p·su Eg nitrid˘ AIIIN wurtzitovÈho typu
a jejich pevn˝ch roztok˘ v z·vislosti na m¯ÌûkovÈm parametru a
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Tabulka I
Fyzik·lnÌ vlastnosti nitrid˘ AIIIN wurtzitovÈho typu (cit.6)

Parametr AlN GaN InN

Hustota (298,15 K) [g.cmñ3] 3,255 6,81 6,88
Teplota t·nÌ [K] 3273 >1973 1373
M¯ÌûkovÈ parametry

strukturnÌ typ sfalerit, a [nm] a = 0,433 a = 0,452 a = 0,498
strukturnÌ typ wurtzit, a,c [nm] a = 0,3112, c = 0,4982 a = 0,3189, c = 0,5185 a = 0,3548, c = 0,5760

Koeficienty teplotnÌ roztaûnosti (300 K),
∆a/a [Kñ1] 4,2.10ñ6 5,59.10ñ6 4,0.10ñ6

∆c/c [Kñ1] 5,3.10ñ6 3,17.10ñ6 3,0.10ñ6

Tepeln· vodivost (300 K) [W.cmñ1..Kñ1] 0,3 1,3
Zak·zan˝ p·s energie (300 K) [eV] 6,2 3,39 1,89
TeplotnÌ koeficient [eV.Kñ1] ñ6,0.10ñ4 ñ1,8.10ñ4

Elektrick· vodivost (300 K) [Ωñ1.cmñ1] 10ñ11ñ10ñ13 6ñ12 2ñ3.102

(nedotovan˝ (nedotovan· mono- (nedotovan˝ pr·ökov˝
monokrystal) krystalick· vrstva) vzorek)

Elektronov· pohyblivost (300 K), ≤440 20ñ250
[cm2.Vñ1.sñ1] (nedotovan· mono- (nedotovan˝ pr·ökov˝

krystalick· vrstva) vzorek)
Index lomu (300 K) 2,15 2,33 (1,22 µm) 2,56 (1 µm)

2,67 (0,36 µm) 2,93 (0,82 µm)
3,12 (0,66 µm)

Permitivita, ε(0) 9,14 10,4 (E || c)
9,5 (E c)

ε(∞) 4,84 5,8 (E || c) 9,3
5,35 (E c) (silnÏ dotovan· tenk· vrstva)

Tabulka II
Termodynamick· data pro nitridy AIIIN

AIIIN (298 K) (298 K) (T) (1000 K) Lit.
[kJ.molñ1] [J.Kñ1.molñ1] [J.Kñ1.molñ1] [kJ.molñ1]

AlN ñ318,402 20,150 47,823 + 1,849.10ñ3.T ñ 1,674.l06/T2 ñ358,679 7
GaN ñ109,621 29,706 38,074 + 8,996.10ñ3.T ñ160,896 7,8

ñ150,0 36,5 27,067 + 32,903.10ñ3.T ñ 1,757.l05/T2 ñ207,875 10
ñ119,39 35,2 44,377 + 12,602.10ñ3.T ñ 1,1728.l05/T2 ñ176,984 11
ñ114,0 36,493 52,8635 + 2,6269.10ñ4.T ñ 1,5981.l06/T2 ñ ñ172,986 12

ñ 1,4647.10ñ7.T 2 + 2,3349.10ñ11.T3

InN ñ138,072 43,514 38,074 + 12,134.10ñ3.T ñ203,927 7
ñ17,154 43,514 38,074 + 12,134.10ñ3.T ñ 83,010 8
ñ71,0 44,505 58,7376 + 4,2362.10ñ4.T ñ 1,7702.106/T2 ñ ñ140,542 12

ñ 1,6442.10ñ7.T2 ñ 1,8308.10ñ11.T3

ñ125,0 50,5 38,074 + 12,134.10ñ3.T ñ197,342 13

= 30,310 + 25,203 10ñ3.T ñ 2,856. l05/T 2 ñ 6,523.T 2

(1)

zÌskali Chen a spol.14 Ranade a spol.15 stanovili kalorimetricky
hodnotu (GaN, s, 298 K) = ñ156,8 ± 16,0 kJ.molñ1, kter·
je v r·mci chyby mÏ¯enÌ ve shodÏ s hodnotou doporuËenou
Leitnerem a spol.10

P¯i zv˝öenÈ teplotÏ se pevnÈ nitridy AIIIN rozkl·dajÌ za
uvolÚov·nÌ plynnÈho dusÌku

2 AIIIN(s) = 2 AIII(s,l) + N2(g) (2)

Stabilita nitrid˘ kles· a rozkladn˝ tlak N2 roste v ¯adÏ
AlN → GaN → InN (obr. 2). Z vypoËten˝ch teplotnÌch z·-
vislostÌ rozkladnÈho tlaku vypl˝v·, ûe na vzduchu (p(N2)/
101,325 kPa = 0,79) se nejmÈnÏ stabilnÌ nitrid InN zaËne
rozkl·dat p¯i teplotÏ cca 878 ∞C a GaN p¯i teplotÏ 1040 ∞C.

IsostrukturnÌ pevnÈ nitridy AlN, GaN a InN se mohou
vz·jemnÏ mÌsit, p¯iËemû mÌsitelnost s ohledem na znaËnÈ roz-
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Tabulka III
Parametry pro termodynamick˝ popis pevnÈho roztoku (Ga,In)N

Metoda L0 (= Ω) L1 Tc xInN,c Lit.
[kJ.molñ1] [kJ.molñ1] [K]

DLP (K = 1,15.107, ∆a(sf)) 44,70 ñ 2688 0,5 19
DLP (K = 0,7.107, ∆a(sf)) 27,44 ñ 1650 0,5 20,21
DLP 29,29 ñ 1761 0,5 32
DLP (K = 1,07.107, ∆c(w)) 17,60 ñ 1059 0,5 22
Empirick· korelace 31,5 3,4 2053 0,43 23
V˝poËet deformaËnÌ energie (modifikovan˝ VFF model) 25,02 1,44 1505 0,5 25
V˝poËet deformaËnÌ energie (modifikovan˝ VFF model) 26,59 4,41 1690 0,39 26
V˝poËet deformaËnÌ energie (modifikovan˝ VFF model) 32,68 ñ 1965 0,5 27
V˝poËet celkovÈ energie LDA ñ LMTO 52,97 ñ 3980 0,5 28
V˝poËet celkovÈ energie LDA ñ PP 48,70 a ñ 2447b ñ 29
V˝poËet celkovÈ energie LDA ñ PP 25,71 a ñ 1290 b ñ 30
V˝poËet celkovÈ energie LDA ñ PP ñ ñ 1295 ñ 31

a Ω = ∆E(xInN = 0,5)/0,25, b Tc = 1,67.∆E(xInN = 0,5)/R

dÌly v parametrech element·rnÌch bunÏk jednotliv˝ch nitrid˘
(tab. I) je v p¯ÌpadÏ (Ga,In)N, (Al,In)N a (Al,Ga,In)N
omezen·. Jelikoû p¯i mÌsenÌ doch·zÌ k substituci pouze mezi
atomy prvk˘ AIII, lze vyj·d¯it stechiometrii vznikajÌcÌho
pevnÈho roztoku vzorcem (Al1ñxñyGaxIny)N a pro jeho ter-
modynamick˝ popis uûÌt tzv. podm¯Ìûkov˝ model16. Ten je v
tomto p¯ÌpadÏ (substituce omezen· pouze na jednu pod-
m¯Ìûku) ekvivalentnÌ modelu pseudobin·rnÌho (AlN-GaN,
GaN-InN, AlN-InN), resp. pseudotern·rnÌho (AlN-GaN-InN)
substituËnÌho roztoku.

Pro vyj·d¯enÌ smÏöovacÌ entalpie ( ) pseudobin·rnÌch
pevn˝ch roztok˘ slouËenin typu AIIIBV se sfaleritovou struk-
turou navrhl Stringfellow17,18 semiempirick˝ DLP model. Pro

platÌ vztah

= Ωij xi xj (3)

ve kterÈm Ωij je tzv. interakËnÌ parametr, jehoû hodnotu lze
zÌskat na z·kladÏ empirickÈ korelace z rozdÌlu m¯Ìûkov˝ch
parametr˘ sloûek roztoku ve tvaru

Ωij = 4,375K (4)

Z hlediska entropie je roztok pokl·d·n za ide·lnÌ ( =
0) a form·lnÏ je tak tento model shodn˝ s modelem regul·rnÌho
roztoku. Pro pseudobin·rnÌ pevnÈ roztoky nitrid˘ AIIIN wurt-
zitovÈ struktury byl model DLP v p˘vodnÌ nebo modifikovanÈ
podobÏ aplikov·n v ¯adÏ pracÌ. Po p˘vodnÌ hodnotu K =
1,52.105 J.molñ1.nmñ2,5(cit.17,18) a m¯ÌûkovÈ parametry a trans-
formovanÈ sfaleritovÈ struktury zÌskal Matsuoka19 hodnoty
interakËnÌch parametr˘ ΩAlN-GaN = 4577 J.molñ1, ΩAlN-InN =
77 454 J.molñ1 a ΩGaN-InN= 44 698 J.molñ1. Pro hodnotu K =
0,92.105 J.molñ1.nmñ2,5 vyhodnocenou na z·kladÏ ˙daj˘ o f·-
zovÈ separaci v (Ga,In)N publikoval Matsuoka20,21 hodno-
ty niûöÌ: ΩAlN-GaN = 2812 J.molñ1, ΩAlN-InN = 47 555 J.molñ1

a ΩGaN-InN = 27 443 J.molñ1. Na z·kladÏ rozdÌl˘ m¯ÌûkovÈho

parametru c wurtzitovÈ struktury pro hodnotu K = 1,417.105

J.molñ1.nmñ2,5 zÌskali Vigdorovich a Sveshnikov22 sadu para-
metr˘ ΩAlN-GaN = 3741 J.molñ1, ΩAlN-InN = 37 247 J.molñ1

a ΩGaN-InN= 17 601 J.molñ1.
Pro dodatkovou Gibbsovu energii pseudobin·rnÌch pev-

n˝ch roztok˘ uûil Leitner23 Redlichovu-Kisterovu rovnici ve
tvaru

(xi ñ xj)
v (5)

p¯iËemû parametry tÈto rovnice byly zÌsk·ny na z·-
kladÏ empirickÈ korelace z relativnÌch rozdÌl˘ vzd·lenostÌ
atom˘ AIII a N ve wurtzitovÈ struktu¯e p¯Ìsluön˝ch nitrid˘
AIIIN.

Teoretick˝m v˝poËtem deformaËnÌ energie (rovna smÏöo-
vacÌ entalpii) pseudobin·rnÌho pevnÈho roztoku GaN-InN se
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Obr. 2. TeplotnÌ z·vislost rovnov·ûnÈho tlaku dusÌku v soustav·ch
AIIIN(s)-AIII(s,l)-N2(g); n AlN, l GaN,u InN
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zab˝valo nÏkolik autor˘. Na z·kladÏ modifikovanÈho VFF
modelu24 vypoËetli Ho a Stringfellow25 hodnoty interakËnÌch
parametr˘ pro roztok GaN v InN a roztok InN v GaN. P¯epoË-
tem lze zÌskat hodnoty parametr˘ Redlichovy-Kisterovy rov-
nice L0 = 25 020 J.molñ1 a L1 = 1443 J.molñ1. Saito a Arakawa26

zÌskali na z·kladÏ VFF modelu pro pevn˝ roztok (Ga,In)N
interakËnÌ parametr z·visl˝ na sloûenÌ: ΩGaN-InN = 31 000 ñ
8830 xInN (J.molñ1). P¯epoËtem lze zÌskat hodnoty paramet-
r˘ Redlichovy-Kisterovy rovnice L0 = 26 590 J.molñ1 a L1 =
4410 J.molñ1. Stejn˝m postupem (model VFF) vypoËetli Ta-
kayama a spol.27 interakËnÌ parametry ΩAlN-GaN= 3012 J.molñ1,
ΩAlN-InN= 56 484 J.molñ1 a ΩGaN-InN= 32 677 J.molñ1.

RovnÏû kvantovÏ-mechanick˝m v˝poËt˘m celkovÈ ener-
gie pevnÈho roztoku a p¯Ìsluön˝ch Ëist˝ch sloûek byla vÏno-
v·na znaËn· pozornost. Schilfgaarde a spol.28 uûili pro v˝poËet
celkovÈ energie v r·mci aproximace LDA metodu LMTO,
Ito29,30, Teles a spol.31 metodu PP. Pro porovn·nÌ jednotliv˝ch
model˘ jsou v tabulce III uvedeny vypoËtenÈ hodnoty kritickÈ
teploty a kritickÈho sloûenÌ a na obr·zku 3 zn·zornÏny vypoË-
tenÈ hranice oblasti omezenÈ mÌsitelnosti pevnÈho (Ga,In)N.

F·zovÈ odmÌöenÌ (rozpad na dvÏ f·ze r˘znÈho sloûenÌ), pre-
dikovanÈ na z·kladÏ termodynamick˝ch v˝poËt˘ pro smÏsnÈ
nitridy obsahujÌcÌ indium ñ (Ga,In)N, (Al,In)N a (Al,Ga,In)N
bylo pozorov·no i experiment·lnÏ. Lok·lnÌ fluktuace sloûenÌ
p¯ipraven˝ch vrstev (Ga,In)N Ëi f·zov· separace byly pozoro-
v·ny nap¯. autory20,33ñ36.

4. P¯Ìprava tenk˝ch vrstev
a funkËnÌch struktur nitrid˘ AIIIN

Aplikace materi·l˘ AIIIN v elektronice je podmÌnÏna p¯Ì-
pravou tenk˝ch (10ñ2ñ100 µm ) monokrystalick˝ch, vysoce
Ëist˝ch nebo z·mÏrnÏ dotovan˝ch vrstev vodivosti typu n a p.
VrstvenÌm tÏchto z·kladnÌch jednotek vhodnÈ tlouöùky, typu
vodivosti a öÌ¯e zak·zanÈho p·su energie vznikajÌ sloûitÈ vrs-
tevnatÈ struktury poûadovan˝ch elektrick˝ch a optick˝ch pa-

rametr˘. Obecn˝ postup spoËÌv· ve v˝bÏru vhodnÈ, vÏtöinou
monokrystalickÈ podloûky, na kterÈ jsou r˘zn˝mi technolo-
gick˝mi postupy nan·öeny cÌlovÈ vrstevnatÈ struktury. V sou-
ËasnÈ dobÏ existujÌ dva hlavnÌ technologickÈ postupy p¯Ìpravy
vrstevnat˝ch struktur l·tek AIIIN. EpitaxnÌ r˘st z molekul·r-
nÌch svazk˘ (MBE) a epitaxnÌ r˘st z plynnÈ f·ze (VPE). Slovo
epitaxe je ¯eckÈho p˘vodu a znamen· orientovan˝ r˘st mono-
krystalickÈ tenkÈ vrstvy na monokrystalickÈ podloûce s koin-
cidencÌ krystalografick˝ch smÏr˘ a rovin. Proces VPE lze d·le
dÏlit podle pouûit˝ch v˝chozÌch l·tek (prekurzor˘).

Hydridov· metoda (HVPE) vyuûÌv· plynnÈ chloridy prv-
k˘ 3. podskupiny, generovanÈ p¯Ìmo ve zdrojovÈ Ë·sti reakto-
ru odpa¯ov·nÌm nebo reakcÌ p¯Ìsluön˝ch prvk˘ s chlorovodÌ-
kem. Zdrojem dusÌku je plynn˝ amoniak. Metodou HVPE
byly v roce 1969 p¯ipraveny prvnÌ monokrystalickÈ vrstvy
nitridu gallitÈho37 a metoda je aplikov·na a studov·na i na
nÏkter˝ch souËasn˝ch pracoviötÌch38,39. Vzhledem k ¯adÏ tech-
nologick˝ch problÈm˘ (vysok· rychlost r˘stu, nevhodnost pro
p¯Ìpravu nitridu hlinÌku) je vöak smÏrov·na p¯edevöÌm k p¯Ì-
pravÏ tlust˝ch vrstev nitridu gallitÈho jako podloûek pro n·-
sledn˝ epitaxnÌ r˘st.

NejËastÏji aplikovanou metodou p¯Ìpravy a v˝roby funkË-
nÌch epitaxnÌch struktur AIIIN je metoda MOVPE. Zdrojem
prvk˘ AIII jsou organokovovÈ slouËeniny typu AIIIR3 ( R =
methyl nebo ethyl), zdrojem dusÌku je p¯ev·ûnÏ amoniak.
V˝chozÌ l·tky jsou transportov·ny  k vyh¯ÌvanÈ  podloûce,
kde doch·zÌ k heterogennÌ chemickÈ reakci, charakterizovanÈ
zjednoduöenou sum·rnÌ rovnicÌ

AIIIR3(g) + NH3(g) = AIIIN(s) + 3RH(g) (6)

DepoziËnÌ proces probÌh· p¯i teplot·ch 700 aû 1050 ∞C, p¯i
norm·lnÌm nebo snÌûenÈm tlaku ve znaËnÈm p¯ebytku amo-
niaku (pomÏr poË·teËnÌch l·tkov˝ch mnoûstvÌ NH3 a prvk˘ 3.
podskupiny, V/III = 10ñ104). PolovodivÈ materi·ly typu vo-
divosti n a p se p¯ipravujÌ nejËastÏji p¯Ìdavkem silanu a bis-
(cyklopentadienyl)ho¯eËnatÈho komplexu. PrvnÌ ˙spÏönÈ po-

Obr. 3. Oblast omezenÈ mÌsitelnosti (Ga,In)N vypoËten· na z·-
kladÏ r˘zn˝ch interakËnÌch parametr˘ uv·dÏn˝ch v literatu¯e;
u cit.23,o cit.25, s cit.32,¡ cit.26, n cit.20,21

Obr. 4. Z·kladnÌ typy reaktor˘ uûÌvan˝ch pro p¯Ìpravu epitaxnÌch
vrstev a struktur nitrid˘ AIIIN metodou MOVPE
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kusy p¯Ìpravy kvalitnÌch vrstev AIIIN metodou MOVPE pub-
likoval v roce 1986 Amano a spol.40 Na obr. 4 jsou zn·zornÏny
nÏkterÈ depoziËnÌ reaktory technologie MOVPE.

V·ûn˝m technologick˝m problÈmem p¯Ìpravy kvalitnÌch
epitaxnÌch struktur materi·l˘ AIIIN je nedostatek vhodn˝ch
podloûek, strukturnÏ a tepelnÏ kompatibilnÌch s p¯ipravovan˝-
mi vrstvami. MonokrystalickÈ podloûky AIIIN poûadovanÈ
velikosti a kvality jsou zatÌm nedostupnÈ. DepoziËnÌ proces
proto probÌh· na podloûk·ch odliönÈho chemickÈho sloûenÌ
s rozdÌln˝m m¯Ìûkov˝m parametrem a koeficientem teplotnÌ
roztaûnosti (heteroepitaxe). EpitaxnÌ vrstvy AIIIN wurtzitovÈ-
ho typu jsou p¯ipravov·ny na podloûk·ch ze safÌru, hexago-
n·lnÌho SiC a ZnO, GaAs rovina (111) a Si rovina (111). I p¯es
znaËnÈ m¯ÌûkovÈ nep¯izp˘sobenÌ, (avrstvañ apodloûka)/avrstva, kte-
rÈ ËinÌ v p¯ÌpadÏ nitridu gallitÈho aû 22 % a rozdÌlnÈ koefi-
cienty teplotnÌ roztaûnosti v rovinÏ epitaxe je nejËastÏji apli-
kovanou podloûkou safÌr rovina (0001) (cit.41). D˘vodem je
dostupnost v poûadovanÈ ËistotÏ, velikosti (desky o pr˘mÏ-
ru aû 3 palce) a krystalickÈ kvalitÏ, hexagon·lnÌ symetrie
a stabilita p¯i teplot·ch cca 1000 ∞C. ProblÈm m¯ÌûkovÈho ne-
p¯izp˘sobenÌ a rozdÌln˝ch koeficient˘ teplotnÌ roztaûnosti je
v souËasnÈ dobÏ minimalizov·n vkl·d·nÌm mezivrstev nitridu
gallitÈho42 nebo nitridu hlinitÈho43 (tzv. buffer layers) mezi
safÌrovou podloûku a prvnÌ vrstvu funkËnÌ epitaxnÌ struktury
(viz obr. 5). AmorfnÌ mezivrstvy GaN nebo AlN tlouöùky 30
aû 90 nm jsou deponov·ny p¯i nÌzkÈ teplotÏ (»400 ∞C). N·-
sledn˝m zvyöov·nÌm teploty na hodnotu »1000 ∞C vznikajÌ
polykrystalickÈ vrstvy, vhodnÈ pro n·sledn˝ epitaxnÌ r˘st.
Aplikace tÏchto mezivrstev podstatnÏ zvyöuje krystalovou
kvalitu, povrchovou morfologii a elektrickÈ a optickÈ vlast-
nosti vrstev. TÌmto technologick˝m postupem jsou dnes p¯i-
pravov·ny funkËnÌ epitaxnÌ struktury pro pot¯ebu optoelektro-
niky i mikrovlnnÈ techniky.

P¯Ìprava vrstev nitrid˘ prvk˘ 3. podskupiny metodou MO-
VPE je komplikovan˝ heterogennÌ proces, jehoû pr˘bÏh a v˝-
sledek ovlivÚujÌ faktory termodynamickÈ, transportnÌ a kine-
tickÈ.

4 . 1 . T e r m o d y n a m i c k È a s p e k t y p ¯ Ì p r a v y
v r s t e v n i t r i d ˘ AIIIN m e t o d o u MOVPE

Chemick· termodynamika m˘ûe poskytnout ¯adu cenn˝ch
informacÌ pro posouzenÌ vlivu depoziËnÌch podmÌnek na slo-
ûenÌ a kvalitu p¯ipravovan˝ch vrstev44. Na z·kladÏ konceptu
lok·lnÌ rovnov·hy mezi vznikajÌcÌ pevnou f·zÌ a plynnou f·zÌ
v jejÌ bezprost¯ednÌ blÌzkosti je moûnÈ vymezit oblast vhod-
n˝ch depoziËnÌch podmÌnek, kdy v rovnov·ze s plynnou f·zÌ
koexistuje pouze poûadovan· pevn· f·ze (p¯Ìsluön˝ bin·rnÌ Ëi
smÏsn˝  nitrid) a dalöÌ kondenzovanÈ f·ze (nap¯. tavenina
prvk˘ AIII, karbid Al4C3 nebo grafit) jsou termodynamicky
nestabilnÌ. V p¯ÌpadÏ vrstev promÏnnÈho sloûenÌ (smÏsn˝ch
nitrid˘) lze d·le p¯edpovÏdÏt vliv teploty, tlaku a poË·teËnÌho
sloûenÌ plynnÈ f·ze na v˝slednÈ sloûenÌ vrstvy, kter˝m jsou
urËeny jejÌ elektrickÈ a optickÈ parametry.

V˝sledky rovnov·ûn˝ch v˝poËt˘ pro systÈmy AIII-N-C-H
byly publikov·ny v ¯adÏ pracÌ: AlN (cit.45), GaN (cit.10,45,46),
InN (cit.45), (Al,Ga)N (cit.47ñ50), (Al,In)N (cit.47,51,52), (Ga,In)N
(cit.13,47,53ñ57) a (Al,Ga,In)N (cit.32). JednotlivÈ pr·ce se liöÌ
zejmÈna v poËtu f·zÌ a l·tek zahrnut˝ch do v˝poËtu a pro
uvaûovanÈ l·tky jsou uûÌv·na r˘zn·, v nÏkter˝ch p¯Ìpadech
v˝znamnÏ odliön· termodynamick· data. NÏkte¯Ì auto¯i zav·-

dÏjÌ v r·mci termodynamickÈho modelu depoziËnÌho procesu
jist· omezenÌ, kter· souvisÌ s ÑnÌzkouî rychlostÌ urËit˝ch che-
mick˝ch reakcÌ. Jedn· se zejmÈna o kinetickÈ omezenÌ roz-
kladu v˝chozÌho amoniaku a vylouËenÌ plynnÈho dusÌku N2
z heterogennÌch chemick˝ch reakcÌ, kterÈ vedou ke vzniku
pevn˝ch nitrid˘ (tzv. kvazi-rovnov·ûn˝ model navrûen˝ Kou-
kituem a spol.53 a Luem a spol.48).

V˝sledky rovnov·ûn˝ch v˝poËt˘ jsou obvykle prezento-
v·ny ve formÏ depoziËnÌch diagram˘, ve kter˝ch jsou vyzna-
Ëeny oblasti existence r˘zn˝ch kondenzovan˝ch f·zÌ v z·vis-
losti na poË·teËnÌch podmÌnk·ch, tj. na teplotÏ, tlaku a poË·-
teËnÌm sloûenÌ plynnÈ f·ze. SloûenÌ plynnÈ f·ze je obvykle
charakterizov·no pomÏrem V/III (pomÏr v˝chozÌch l·tkov˝ch
mnoûstvÌ amoniaku a prvk˘ AIII) a relativnÌm obsahem jednot-
liv˝ch prvk˘ AIII. Pro ilustraci jsou na obr. 6 uvedeny vypoË-
tenÈ depoziËnÌ diagramy pro systÈm Al-Ga-In-N-C-H pro
depoziËnÌ teploty 700 a 800 ∞C (cit.58).

Z praktickÈho hlediska je rovnÏû velmi uûiteËn· predikce
takov˝ch poË·teËnÌch podmÌnek, kterÈ vedou k poûadova-
nÈmu sloûenÌ  deponovanÈ vrstvy. Na obr. 7 jsou zn·zor-
nÏny poË·teËnÌ koncentrace TMAIII, kterÈ vedou (za podmÌ-
nek termodynamickÈ rovnov·hy) ke vzniku pevnÈho nitridu
Gay(Al0,83In0,17)1ñy N m¯ÌûkovÏ p¯izp˘sobenÈho GaN (cit.58).
Jelikoû sloûenÌ vznikajÌcÌch vrstev m˘ûe b˝t v˝znamnÏ ovliv-
nÏno i dalöÌmi faktory, a to zejmÈna transportem v˝chozÌch
l·tek k povrchu podloûky i kinetikou povrchov˝ch
chemick˝ch reakcÌ, je t¯eba vypoËtenÈ rovnov·ûnÈ ˙daje
povaûovat spÌöe za orientaËnÌ.

V poslednÌ dobÏ bylo publikov·no tÈû nÏkolik pracÌ vÏ-
novan˝ch kvantovÏ-mechanick˝m v˝poËt˘m termodynamic-
k˝ch parametr˘ reakcÌ probÌhajÌcÌch mezi v˝chozÌmi l·tkami
v plynnÈ f·zi59ñ62. V˝sledkem je posouzenÌ termodynamickÈ
stability r˘zn˝ch komplexnÌch slouËenin ñ adukt˘ a jejich
oligomer˘ a navrûenÌ reakËnÌho mechanismu vzniku pevn˝ch
nitrid˘ AIIIN.

4 . 2 . K i n e t i c k È a s p e k t y p ¯ Ì p r a v y v r s t e v
n i t r i d ˘ AIIIN m e t o d o u M O V P E

Rychlost depozice vrstev pevn˝ch nitrid˘ AIIIN metodou
MOVPE je ovlivnÏna ¯adou faktor˘: transportem v˝chozÌch
plynn˝ch l·tek k povrchu podloûky, kinetikou chemick˝ch
reakcÌ probÌhajÌcÌch v objemu plynnÈ f·ze, kinetikou dÏj˘ na

Obr. 5. »asov˝ postup p¯Ìpravy funkËnÌ struktury AIIIN na safÌ-
rovÈ podloûce

depozice mezivrstvy
(buffer layer)

GaN, resp. AlN

1000 ∞C

400 ∞C

depozice prvnÌ
vrstvy funkËnÌ

struktury

Td

Ëasov˝ postup depozice

Chem. Listy 96, 311 ñ 320 (2002) Refer·ty

315



povrchu podloûky a pozdÏji deponovanÈ vrstvy (adsorpce,
desorpce, povrchov· chemick· reakce) a v nemalÈ mÌ¯e i tep-
lotnÌm gradientem mezi vyh¯Ìvanou podloûkou a chladn˝mi
stÏnami reaktoru. Z·visÌ tedy nejen na teplotÏ podloûky, cel-
kovÈm tlaku a poË·teËnÌm sloûenÌ plynnÈ f·ze, ale i na pr˘to-

kovÈ rychlosti plynnÈ f·ze reaktorem a geometrii reakËnÌho
prostoru. Obecn˝ transportnÏ-kinetick˝ model, kter˝ je zalo-
ûen na ¯eöenÌ soustavy parci·lnÌch diferenci·lnÌch rovnic p¯ed-
stavujÌcÌch z·kladnÌ bilanËnÌ vztahy pro hybnost, hmotu a ener-
gii, byl v literatu¯e vÌcekr·t pops·n a v r˘znÈ formÏ apliko-
v·n p¯i modelov·nÌ rychlosti r˘stu vrstev jin˝ch polovodiË˘
AIIIBV, zejmÈna GaAs a InP (cit.63ñ68).

Kinetick˝, resp. transportnÏ-kinetick˝ model r˘stu vrstev
nitrid˘ AIIIN v r˘zn˝ch typech reaktor˘ byl zpracov·n pro AlN
(cit.69 ), GaN (cit.69ñ72) a (Ga,In)N (cit.73). Mechanismus tvor-
by pevn˝ch nitrid˘ je pomÏrnÏ komplikovan˝. Pro p¯Ìpad
depozice GaN z TMGa a NH3 lze chemickou p¯emÏnu v˝cho-
zÌch l·tek zn·zornit n·sledujÌcÌm zjednoduöen˝m schÈmatem
(obr·zek 8).

Z teplotnÌ z·vislosti rychlosti r˘stu vrstev GaN lze usoudit,
ûe v oblasti niûöÌch teplot je depozice GaN ¯Ìzena kinetikou
chemick˝ch dÏj˘ na povrchu podloûky, zatÌmco v oboru bÏûnÏ
uûÌvan˝ch depoziËnÌch teplot (850ñ1050 ∞C) je dominantnÌ
transport gallia k povrchu podloûky. NegativnÌ vliv parazit-

Obr. 7. SystÈm Al-Ga-In-C-H (cit.58), poË·teËnÌ obsah TMAIII

v plynnÈ f·zi (vztaûeno k Σxo(TMAIII = 1), kter˝ vede k tvorbÏ
nitridu Gay(Al0,83In0,17)1ñyN m¯ÌûkovÏ p¯izp˘sobenÈho GaN; t =
800 ∞C, p/po = 1, V/III = 10 000, nosn˝ plyn N2, n TMAl, l TMGa,
s TMIn

Obr. 6. DepoziËnÌ diagramy systÈmu Al-Ga-In-N-C-H (cit.58), re-
lativnÌ tlak p/po = 1, V/III = 104, nosn˝ plyn H2
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Obr. 8. Mechanismus vzniku pevnÈho GaN z v˝chozÌch plynn˝ch l·tek TMGa a NH3; DMGa = (CH3)2Ga, MMGa = CH3Ga
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nÌch homogennÌch reakcÌ v plynnÈ f·zi na v˝slednou kinetic-
kou charakteristiku depoziËnÌho procesu je v˝znamn˝ zejmÈ-
na v p¯ÌpadÏ Al a lze jej Ë·steËnÏ omezit snÌûenÌm tlaku
v reaktoru.

5. Aplikace epitaxnÌch struktur AIIIN
v elektronice

P¯ednostÌ vöech bin·rnÌch materi·l˘ AIIIN a jejich pev-
n˝ch tern·rnÌch a kvatern·rnÌch roztok˘ wurtzitovÈho typu
(Al,Ga,In)N je skuteËnost, ûe se jedn· o tzv. p¯ÌmÈ polovodiËe
ñ maximum valenËnÌho a minimum vodivostnÌho p·su energie
majÌ stejnou sou¯adnici vlnovÈho vektoru k. Tato vlastnost
optimalizuje vyuûitÌ tÏchto materi·l˘ p¯edevöÌm v emisnÌch
nekoherentnÌch i koherentnÌch optoelektronick˝ch souË·st-
k·ch. Vhodn˝m mÌsenÌm AlN, GaN a InN lze mÏnit öÌ¯i
zak·zanÈho p·su energie v rozmezÌ 1,9 aû 6,2 eV (viz obr. 1),
a tÌm i vlnovou dÈlku emitovanÈho svÏtla v oblasti od ûlutÈ do

ultrafialovÈ. PrvnÌ mod¯e svÌtÌcÌ luminiscenËnÌ dioda LED na
b·zi nitridu gallitÈho typu MIS byla p¯ipravena v r. 1971
(cit.74). PrvnÌ luminiscenËnÌ dioda na b·zi GaN s p-n p¯echo-
dem byla publikov·na aû v roce 1989 (cit.75). FunkËnÌ struk-
tura na safirovÈ podloûce se skl·d· z nedotovanÈ vrstvy GaN
vodivosti typu n (koncentrace voln˝ch nositel˘ n·boje, n =
2.1017 cmñ3), na kterÈ je deponov·na vrstva vodivosti typu p
dotovan· ho¯ËÌkem s chemickou koncentracÌ ho¯ËÌku 2.1020

cmñ3. Struktura byla p¯ipravena technologiÌ MOVPE a elektro-
luminiscence je v blÌzkosti hrany zak·zanÈho p·su p¯i 375 nm.
Konstrukce souË·stky byla v˝sledkem nÏkolikaletÈho inten-
zivnÌho v˝zkumu p¯Ìpravy strukturnÏ vysoce kvalitnÌch epi-
taxnÌch vrstev vodivosti typu p. Optimalizace strukturnÌch
parametr˘ byla dosaûena aplikacÌ tzv. mezivrstev GaN nebo
AlN. NÌzkoodporov˝ p typ vodivosti epitaxnÌch vrstev doto-
van˝ch ho¯ËÌkem byl zÌsk·n nÌzkoenergetick˝m elektrono-
v˝m bombardov·nÌm nebo ûÌh·nÌm v dusÌku75.

PodstatnÈ zlepöenÌ emisnÌch vlastnostÌ elektroluminiscen-
ËnÌch diod na b·zi AIIIN p¯inesla aplikace tzv. dvojitÈ hetero-

Obr. 10. ÿez epitaxnÌ strukturou GaN/AlN pro tranzistory ¯ÌzenÈ elektrick˝m polem

Obr. 9. ÿez dvojitou epitaxnÌ heterostrukturou GaN/(Ga,In)N pro elektroluminiscenËnÌ diody
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struktury76. Na obr·zku 9 je schematicky zn·zornÏna dvojit·
heterostruktura s aktivnÌ (emitujÌcÌ) vrstvou (Ga,In)N. Struk-
tura byla p¯ipravena technologiÌ MOVPE na safÌrovÈ podloû-
ce. Vrstvy GaN a Ga0,8In0,2N vodivosti typu n byly dotov·ny
k¯emÌkem, vrstva GaN typu p ho¯ËÌkem. Maximum elektrolu-
miniscence bylo p¯i vlnovÈ dÈlce 440 nm. Toto ¯azenÌ jednot-
liv˝ch epitaxnÌch vrstev v heterostruktu¯e optimalizuje jak
samotn˝ rekombinaËnÌ proces, tak i optickÈ, pop¯. svÏtlovodnÈ
vlastnosti celÈ struktury. V r. 1993 byly vyr·bÏny modrÈ
luminiscenËnÌ diody na b·zi GaN s ˙ËinnostÌ 2,75 % (Nichia
Chemical Co.). Dnes jsou bÏûnÏ dostupnÈ modrÈ, zelenÈ a ûlu-
tÈ diody s ˙ËinnostÌ aû 13 % (cit.77).

V p¯ÌpadÏ konstrukce koherentnÌch zdroj˘ z·¯enÌ (laserovÈ
diody) na b·zi l·tek AIIIN rostou p¯edevöÌm poûadavky na
strukturnÌ kvalitu p¯ipravovan˝ch epitaxnÌch vrstev. Podstat-
nÏ sloûitÏjöÌ jsou i funkËnÌ epitaxnÌ struktury jako celek. BÏûn·
hustota dislokacÌ ve funkËnÌch vrstv·ch na safÌrovÈ poloûce
s aplikacÌ jednÈ mezivrstvy je 109 aû 1010 cmñ2. Tato koncen-
trace je jeötÏ p¯ijateln· pro konstrukci elektroluminiscenËnÌch
diod, ale podstatnÏ redukuje dobu ûivota diod laserov˝ch.
ProblÈm je ¯eöen nap¯. nÏkolikan·sobn˝m vkl·d·nÌm nÌzko-
teplotnÌ mezivrstvy mezi vysokoteplotnÌ funkËnÌ vrstvy AIIIN
(cit.77).

PrvnÌ injekËnÌ laserovÈ diody na b·zi materi·l˘ AIIIN byly
demonstrov·ny Nakamurou a spol.78 v roce 1996. AktivnÌ
oblast tvo¯Ì soubor velice tenk˝ch, st¯ÌdavÏ deponovan˝ch
vrstev In0,20Ga0,80N (2,5 nm) a In0,05Ga0,95N (5,0 nm), kterÈ
speci·lnÌm zp˘sobem modulujÌ pr˘bÏh potenci·lu (MQW).
LaserovÈ diody rozmÏru 30 µm ◊ 1500 µm pracujÌ p¯i poko-
jovÈ teplotÏ v pulznÌm reûimu s prahov˝m proudem 4 kA.cmñ2.
Emitovan· vlnov· dÈlka je 417 nm. Na b·zi heterostruktury
(Ga,In)N/(Ga,In)N byl p¯ipraven i laser79, kter˝ pracuje v kon-
tinu·lnÌm reûimu aû do teploty ñ40 ∞C p¯i prahovÈm proudu
8,7 kA.cmñ2 (emise p¯i 411 nm). PerspektivnÌ aplikace öiroko-
p·sov˝ch laserov˝ch diod je smÏrov·na hlavnÏ do oblasti
zpracov·nÌ digit·lnÌch informacÌ.

MikrovlnnÈ souË·stky na b·zi öirokop·sov˝ch materi·l˘
AIIIN jsou konstruov·ny s cÌlem dosaûenÌ vysok˝ch v˝kon˘,
uplatnÏnÌ ve vysokoteplotnÌ elektronice a moûnosti pracovat
v chemicky agresivnÌch prost¯edÌch. Na rozdÌl od emisnÌch
optoelektronick˝ch souË·stek se z·kladnÌ  heterostrukturou
GaN/(Ga,In)N jsou mikrovlnnÈ souË·stky, p¯ev·ûnÏ tranzis-
tory ¯ÌzenÈ elektrick˝m polem (HEMT, MESFET, MODFET),
konstruov·ny na b·zi heterostruktury GaN/(Al,Ga)N. D˘vo-
dem je vysok· tepeln· stabilita vöech chemick˝ch komponent
aû do teploty 1000 ∞C a dielektrickÈ vlastnosti nitridu hlinitÈ-
ho. Na obr·zku 10 je schematicky zn·zornÏn ¯ez epitaxnÌ
struktury tranzistoru ¯ÌzenÈho elektrick˝m polem MESFET.
Struktura, p¯ipraven· technologiÌ MOVPE se skl·d· ze safÌ-
rovÈ podloûky, izolaËnÌ vrstvy AlN, vrstvy GaN vodivosti
typu n a ohmick˝ch kontakt˘ z titanu. P¯Ìpravu tranzistoru
FET s heterostrukturou AlGaN/GaN, kter˝ pracuje p¯i teplo-
tÏ 300 ∞C, publikovali Khan a spol.80 MeznÌ frekvence aû
77,5 GHz byla dosaûena u tranzistor˘ s modulovanou dotacÌ
(MODFET) (cit.1).

6. Z·vÏr

Lze konstatovat, ûe v souËasnÈ dobÏ jsou komerËnÏ do-
stupnÈ modrÈ, modrozelenÈ, zelenÈ i ûlutÈ elektroluminis-

cenËnÌ diody, nap¯. Nichia Chemical Co., Toyota Gosei nebo
Siemens pro pot¯ebu barevn˝ch zobrazovacÌch prvk˘. Funk-
ËnÌ epitaxnÌ struktury se vyr·bÏjÌ p¯ev·ûnÏ technologiÌ MO-
VPE na safÌrov˝ch podloûk·ch s aplikacÌ mezivrstev nitridu
gallitÈho nebo hlinitÈho.

IntenzivnÏ se studuje p¯Ìprava koherentnÌch zdroj˘ z·¯enÌ
(laser˘) poûadovan˝ch v˝kon˘, ûivotnosti aû 104 hodin, kterÈ
pracujÌ v kontinu·lnÌm reûimu a jsou perspektivnÌ pro pot¯ebu
zpracov·nÌ digit·lnÌch dat. V˝zkum v tÈto oblasti sleduje
p¯Ìpravu sloûit˝ch epitaxnÌch struktur s tzv. kvantov˝mi j·ma-
mi, zlepöenÌ strukturnÌch parametr˘, kvalitu p¯echod˘ p-n
a hled·nÌ optim·lnÌch podloûek pro epitaxnÌ r˘st.

Vysoce perspektivnÌ jsou i epitaxnÌ struktury l·tek AIIIN
pro pot¯ebu mikrovlnnÈ techniky. Tranzistory ¯ÌzenÈ elektric-
k˝m polem nach·zejÌ uplatnÏnÌ ve v˝konovÈ elektronice, p¯i
teplot·ch vyööÌch neû 400 ∞C a v chemicky agresivnÌch pro-
st¯edÌch.

P¯i vöech tÏchto aplikacÌch jsou kladeny vysokÈ poûadav-
ky na strukturnÌ kvalitu deponovan˝ch vrstev, homogenitu
jejich tlouöùky a sloûenÌ. K hluböÌmu pochopenÌ fyzik·lnÌch
a chemick˝ch dÏj˘, kterÈ tyto vlastnosti urËujÌ, probÌh· para-
lelnÏ s rozvojem vlastnÌ technologie i intenzivnÌ teoretick˝
v˝zkum smÏrovan˝ do oblasti termodynamiky a kinetiky pro-
cesu MOVPE.

S e z n a m z k r a t e k p ¯ e v z a t ˝ c h
z a n g l o s a s k È l i t e r a t u r y

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 pr·ce vznikla za finanËnÌ podpory GrantovÈ agentury
»R v r·mci projektu Ë. 104/00/0572.
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1. ⁄vod

Jako bioaktivnÌ se oznaËujÌ materi·ly (bioskla, nÏkterÈ
druhy sklokeramiky, chemicky upraven˝ titan), jeû vytv·¯ejÌ
vazbu s kostnÌ tk·nÌ prost¯ednictvÌm vrstvy kostnÌho apatitu,
kter· se tvo¯Ì na jejich povrchu po implantaci1. Proces nu-
kleace a r˘st krystal˘ apatitu je iniciov·n iontovou interakcÌ
mezi bioaktivnÌm materi·lem a krvÌ a m˘ûe b˝t reprodukov·n
v simulovanÈ tÏlnÌ tekutinÏ (SBF ñ Simulated Body Fluid)
(cit.2).

Expozice v SBF  je nejËastÏji prov·dÏna jako statick˝
experiment, kdy je vzorek umÌstÏn v roztoku o konstantnÌm
objemu, nebo je roztok periodicky obnovov·n3. Je-li pomÏr
povrchu vzorku k objemu roztoku (S/V) dostateËnÏ nÌzk˝
k udrûenÌ konstantnÌch podmÌnek bÏhem expozice, lze obtÌûnÏ
detegovat zmÏny ve sloûenÌ roztoku zp˘sobenÈ interakcÌ ma-
teri·lñSBF. V p¯ÌpadÏ vysokÈho pomÏru S/V jsou koncen-
traËnÌ zmÏny mÏ¯itelnÈ, doch·zÌ vöak ke zmÏnÏ sloûenÌ roz-
toku a ke snÌûenÌ hnacÌ sÌly pro nukleaci a r˘st krystal˘ apatitu
v d˘sledku p¯echodu iont˘ z roztoku do pevnÈ f·ze4. Statick·
expozice takÈ mÈnÏ odpovÌd· podmÌnk·m p¯i implantaci, kde
vûdy doch·zÌ k proudÏnÌ tÏlnÌ tekutiny podÈl povrchu implan-
t·tu.

Lze p¯edpokl·dat, ûe dynamickÈ uspo¯·d·nÌ expozice (tj.
v proudÌcÌ kapalinÏ) poskytne konstantnÌ podmÌnky interakce
materi·lñSBF a umoûnÌ detekci zmÏn ve sloûenÌ roztoku bÏ-
hem prvnÌch f·zÌ interakce.

CÌlem pr·ce bylo navrhnout testovacÌ metodu pro bioma-
teri·ly, kter· by lÈpe simulovala interakci mezi povrchem
implant·tu a tÏlnÌmi tekutinami neû dosud pouûÌvanÈ testy
a ovÏ¯it schopnost tÈto metody rozliöit materi·ly bioaktivnÌ
a bioinertnÌ.

2. Materi·ly a metody

P¯i experimentech byly pouûity vzorky bioaktivnÌho titanu
(Ti-bio), gelu TiO2, slinovanÈho syntetickÈho hydroxyapatitu
(HA1100) a suöenÈho hydroxyapatitu (HA120). Jako refe-
renËnÌ vzorky byly pouûity obroben˝ Ëist˝ titan (c.p. Ti, grade
3) a drù k¯emennÈho skla. Ti-bio vzorky byly p¯ipraveny jako
t¯Ìsky z obr·bÏnÌ, omyty v isopropylalkoholu v ultrazvukovÈ
myËce, vysuöeny na 120 ∞C, lept·ny v 2% HF a n·slednÏ 12
hodin v 5 M-NaOH p¯i 60 ∞C. TitaniËit˝ gel byl p¯ipraven
smÌsenÌm tetrabutyl-orthotitan·tu s ethanolem, vodou a kyseli-
nou chlorovodÌkovou v mol·rnÌm pomÏru 1:47:0,57:0,11. N·-
slednÏ byl vysuöen p¯i teplotÏ 135 ∞C. P¯ed interakcÌ s SBF
nebyl gel nijak chemicky upravov·n. Vzorky ËistÈho titanu
(Ti) byly ve formÏ t¯Ìsek z obr·bÏnÌ, omytÈ v isopropylalko-
holu bez dalöÌ povrchovÈ ˙pravy. Vzorky hydroxyapatitu byly
p¯ipraveny sr·ûenÌm z vodnÈho roztoku a suöenÌm p¯i teplotÏ
120 ∞C (HA120) nebo n·slednÏ slinov·nÌm p ī 1100 ∞C (HA1100).
Zrnitost drtÌ byla v rozsahu 0,6ñ1 mm. Velikost povrchu
vzork˘ byla urËena adsorpcÌ kryptonu (vyhodnocenÌ metodou
B.E.T). Vzorky bioaktivnÌho titanu (Ti-bio) vyk·zaly ¯·dovÏ
vyööÌ velikost povrchu (0,4392 m2.gñ1 ) neû vzorky ËistÈho ti-
tanu (0,013 m2.gñ1). RovnÏû vzorek drtÏ HA120 (93,69 m2.gñ1)
mÏl v˝znamnÏ vÏtöÌ povrch neû slinovan˝ vzorek HA1100
(0,002 m2.gñ1). U vzork˘ hydroxyapatitu byla rovnÏû urËena
porozita rtuùovou porozimetriÌ (HA120 ñ 65 % , HA1100 ñ 7 %).

Vzorky byly exponov·ny v roztoku SBF, kter˝ byl p¯i-
praven z n·sledujÌcÌch chemik·liÌ: KCl, NaCl, NaHCO3,
MgSO4.7H2O, CaCl2, TRIS, NaN3, KH2PO4. Roztok obsa-
hoval 142 mmol.lñ1 Na+, 5 mmol.lñ1 K+, 2,5 mmol.lñ1 Ca2+,
1 mmol.lñ1 Mg2+, 131 mmol.lñ1 Clñ, 5 mmol.lñ1 HC ,
1 mmol.lñ1 S , 1 mmol.lñ1 HP . TlumÌcÌ roztok TRIS byl
pouûit k nastavenÌ pH na 7,55ñ7,60 p¯i 25 ∞C a azid sodn˝ k
inhibici bakteri·lnÌho r˘stu. Vzorky byly exponov·ny v pr˘toËnÈ
cele, kterou protÈkal konstantnÌm pr˘tokem 0,042 ml.minñ1

roztok SBF p¯edeh¯·t˝ na 37 ∞C (obr. 1) . Vzorky roztoku na
v˝stupu z cely byly odebÌr·ny k anal˝ze koncentrace iont˘
Ca2+ atomovou absorpËnÌ spektroskopiÌ a iont˘ P spektro-
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Obr. 1. Experiment·lnÌ uspo¯·d·nÌ pr˘toËnÈho testu
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fotometricky. Po expozici byla provedena povrchov· anal˝za
vzork˘ elektronovou mikrosondou (SEM-EDS).

3. V˝sledky

Na Ëasov˝ch z·vislostech koncentrace iont˘ Ca2+ a P
zmÏ¯en˝ch na v˝toku z cely p¯i expozici vzork˘ Ti-bio bylo
moûnÈ sledovat t¯i hlavnÌ f·ze (obr. 2). Na poË·tku interakce
materi·lu s roztokem doölo k rychlÈmu, avöak doËasnÈmu
poklesu koncentracÌ obou iont˘ v SBF. BÏhem druhÈ f·ze
doölo k n·vratu koncentracÌ p¯ibliûnÏ na p˘vodnÌ hodnoty
(100 mg.lñ1 Ca2+, 88 mg.lñ1 P ). Po indukËnÌ dobÏ p¯ibliûnÏ
25 hodin byl detegov·n dalöÌ pokles koncentrace, kter˝ se
zastavil na hodnotÏ 60ñ63 mg.lñ1 P . Toto ust·lenÌ poklesu
indikovalo spot¯ebu iont˘ z roztoku konstantnÌ rychlostÌ, zp˘-
sobenou r˘stem krystal˘ kostnÌho apatitu. K¯ivka pro gel TiO2
ukazuje pokles a n·sledn˝ vzestup obou koncentracÌ na poË·t-
ku expozice. Po 10 hodin·ch setrv·v· koncentrace obou stano-
vovan˝ch prvk˘ na zhruba konstantnÌ hodnotÏ 91ñ92 mg.lñ1.

BÏhem expozice bioinertnÌch vzork˘ (Ëist˝ titan, k¯emen-
nÈ sklo) nebyly detegov·ny û·dnÈ v˝znamnÈ rozdÌly vstup-
nÌch a v˝stupnÌch koncentracÌ iont˘ Ca2+ a P (obr. 2).

»asovÈ z·vislosti zmÏ¯enÈ p¯i expozici vzork˘ hydroxy-
apatitu (HA120 a HA1100) vykazovaly podobn˝ pr˘bÏh jako
p¯i expozici vzork˘ Ti-bio, avöak k precipitaci kostnÌho apatitu
doch·zelo po kratöÌch indukËnÌch dob·ch a v˝znamn˝ poË·-
teËnÌ pokles a n·sledn˝ vzr˘st koncentrace sledovan˝ch sloûek
zaznamen·n nebyl (obr. 3).

Vzorky titanu exponovanÈ v SBF byly analyzov·ny po-
mocÌ SEM-EDS. ApatitovÈ krystaly vytvo¯enÈ na povrchu
vzorku Ti-bio ukazuje obr. 4. V tabulce I jsou shrnuty v˝sledky
anal˝zy SEM-EDS pro vzorky Ti-bio, c.p.Ti a a gelu TiO2 po
expozici v roztoku SBF. Pro vzorek Ti-bio z nÌ vypl˝v· pomÏr
Ca/P rovn˝ 1,74. Tato hodnota je blÌzk· pomÏru Ca/P v hy-
droxyapatitu.
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Obr. 2. »asov· z·vislost koncentrace iont˘ Ca2+ a P (mg.lñ1)
v roztoku SBF na v˝stupu z cely p¯i expozici vzork˘ ËistÈho titanu
(c.p.Ti), bioaktivnÌho titanu (Ti-bio) a gelu TiO2 s oznaËenÌm t¯Ì
f·zÌ interakce (I, II, III);u Ti-bio, + c.p.Ti, n gel TiO2

O4
3−

Obr. 3. »asov· z·vislost koncentrace iont˘ P (mg.lñ1) v rozto-
ku SBF na v˝stupu z cely p¯i expozici vzork˘ hydroxyapatitu;
u HA120 a ñ HA1100
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Obr. 4. SnÌmek apatitov˝ch sfÈrolit˘ vytvo¯en˝ch na povrchu
bioaktivnÌho titanu po 74 hodin·ch expozice v SBF (SEM, zvÏtöe-
nÌ 1000)

Obr. 5. SnÌmek povrchu gelu TiO2 po 72 hodin·ch expozice v SBF
(SEM, zvÏtöenÌ 1000)
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Tabulka I
MnoûstvÌ v·pnÌku a fosforu (at.%) detegovanÈ na povrchu
vzork˘ c.p.Ti, Ti-bio a gelu TiO2 po 2 minut·ch, 20 a 74
hodin·ch expozice v SBF (SEM-EDS, zbytkovÈ prvky jsou
titan a kyslÌk)

»as Ti-Bio c.p. Ti Gel TiO2

Ca P Ca P Ca P

2 min 1,4 NDa NDa NDa ñ ñ
20 h 6,7 0,7 NDa NDa ñ ñ
74 h 23,0 13,2 ñ ñ 22,6 0,0

a Hodnoty nebyly stanoveny

TakÈ povrch gelu TiO2 byl sledov·n pomocÌ metody SEM
a  EDS. Mikroanal˝zou bylo stanoveno  mnoûstvÌ v·pnÌku
a fosforu na jeho povrchu po expozici v SBF (obr. 5, tab. I).

4. Diskuse

V p¯ÌpadÏ vzork˘ Ti-bio ukazovaly mÏ¯enÈ k¯ivky ËasovÈ
z·vislosti v˝stupnÌ koncentrace z cely v˝znamnÈ zachycenÌ
v·penat˝ch a fosforeËnanov˝ch iont˘ povrchem vzorku (obr. 2).
To m˘ûe b˝t zp˘sobeno iontovou adsorpcÌ na povrch hydra-
tovanÈ gelovÈ vrstvy TiO2 vytvo¯enÈ ˙pravou vzorku v alka-
lickÈm prost¯edÌ. Toto zjiötÏnÌ je v souladu s v˝sledky Kokuba
a spol.2, kte¯Ì detegovali elektronovou mikroanal˝zou v·pnÌk
na povrchu alkalicky upravenÈho titanu jiû po 0,5 h expozice
v SBF. P¯Ìtomnost v·pnÌku a stop fosforu na povrchu vzork˘
Ti-bio byla potvrzena i elektronovou mikroanal˝zou (tab. I).
Podstatn˝ pokles koncentrace v SBF v p¯ÌpadÏ Ti-bio v porov-
n·nÌ s Ëist˝m titanem m˘ûe b˝t zp˘soben p¯ibliûnÏ o 2 ¯·dy
vÏtöÌm povrchem vzorku Ti-bio interagujÌcÌho s SBF. Elektro-
nov· mikroanal˝za vöak nepotvrdila p¯Ìtomnost v·pnÌku na
povrchu ËistÈho titanu po 2 minut·ch ani po 20 hodin·ch
(tab. I), a ani po 74 hodin·ch nedoölo k precipitaci kostnÌho
apatitu. PodobnÈ inertnÌ chov·nÌ vykazoval p¯i expozici v SBF
i vzorek k¯emennÈho skla.

Anal˝za roztoku v pr˘bÏhu interakce gelu TiO2 uk·zala
v poË·teËnÌm stadiu ˙bytek iont˘ Ca2+ i P (obr. 2), kter˝
nasvÏdËoval tomu, ûe doölo k adsorpci v·penat˝ch a fosfo-
reËnanov˝ch iont˘ z roztoku na povrch gelu. Elektronovou
mikroanal˝zou byl ale na povrchu gelu detegov·n pouze ion
Ca2+. Vzhledem k tomu, ûe nebyl detegov·n û·dn˝ fosfor,
p¯edpokl·d·me, ûe doba expozice nebyla dostateËn· k vytvo-
¯enÌ nukleÌ HA. Tento fakt naznaËuje buÔ sr·ûenÌ fosforeËnan˘
mimo povrch vzorku, p¯ÌpadnÏ na mÌstÏ, kterÈ nebylo analy-
zov·no elektronov˝m paprskem. Je ovöem nutno mÌt na pamÏ-
ti i skuteËnost, ûe p¯i dynamickÈm testu bylo pouûito nÌzkÈho
pr˘toku (0,042 ml.hñ1), a tak bylo pro anal˝zu zmÏn v SBF
k dispozici velmi malÈ mnoûstvÌ roztoku. Pro spektrofotomet-
rickÈ stanovenÌ bylo nutno jeötÏ toto mnoûstvÌ z¯edit. Absor-
bance tak byla mÏ¯ena na hranici stanovitelnosti a zjiötÏn·
koncentrace iont˘ P m˘ûe b˝t zatÌûena znaËnou chybou.
JednoznaËnÏ je ovöem moûnÈ ¯Ìci, ûe po adsorpci iont˘ nena-
stala ve sledovanÈm ËasovÈm obdobÌ nukleace HA na povrchu
vzorku. Tento fakt je v souladu se z·vÏry p¯edchozÌ pr·ce6,

kter· uk·zala, ûe na sr·ûenÌ HA na povrchu materi·l˘ m· vÏtöÌ
v˝znam jeho schopnost zv˝öit lok·lnÌ p¯esycenÌ u povrchu neû
samotn· schopnost adsorpce sloûek z roztoku.

Rychl· iontov· adsorpce byla takÈ detegov·na v p¯ÌpadÏ
vzork˘ HA120 a HA1100. IndukËnÌ Ëas, po kterÈm nastal r˘st
krystal˘ kostnÌho apatitu, byl vöak v tomto p¯ÌpadÏ podstatnÏ
kratöÌ neû v p¯ÌpadÏ vzork˘ Ti-bio, kde je tato hodnota 24,5 h.
IndukËnÌ Ëasy pro HA120 a HA1100 jsou 3,8 h, respektive
2,5 h. Lze p¯edpokl·dat, ûe rychl· iontov· adsorpce v·pena-
t˝ch a fosforeËnanov˝ch iont˘ m˘ûe b˝t prvnÌ f·zÌ procesu
tvorby vazby mezi bioaktivnÌm materi·lem a kostnÌ tk·nÌ.
IndukËnÌ Ëas, charakterizujÌcÌ rychlost nukleace HA, po kte-
rÈm zaËÌn· r˘st krystal˘ kostnÌho miner·lu, z·visÌ na mez-
if·zovÈ energii mezi precipitujÌcÌ f·zÌ a substr·tem6ñ8 a m˘ûe
b˝t vyuûit pro kvantifikaci bioaktivnÌho chov·nÌ studovanÈho
substr·tu.

ExtrÈmnÏ dlouh· indukËnÌ  doba r˘stu krystal˘ apatitu
(4 t˝dny), kterou v p¯ÌpadÏ ËistÈho titanu zjistili Li a Du-
cheyne9, m˘ûe b˝t ve shodÏ s klinicky pozorovan˝m chov·nÌm
ËistÈho titanu, kter˝ se jevÌ jako bioinertnÌ materi·l, avöak po
delöÌch dob·ch vhojenÌ a za ide·lnÌch podmÌnek (prim·rnÌ
stabilita implant·tu, dokonal· kongruence kostnÌho loûe) vyka-
zuje schopnost pevnÈho spojenÌ s kostÌ ñ tzv. osseointegraci10.

DynamickÈ experiment·lnÌ uspo¯·d·nÌ umoûnilo jedno-
duchÈ urËenÌ indukËnÌch Ëas˘ pomocÌ ËasovÈ z·vislosti hmot-
nosti iont˘ P spot¯ebovan˝ch p¯i precipitaci apatitu, a jejÌ
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Obr. 6. »asov· z·vislost mnoûstvÌ iont˘ P (mg) spot¯ebova-
n˝ch p¯i precipitaci apatitu na povrchu vzorku Ti-bio
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Obr. 7. »asov· z·vislost hmotnosti iont˘ P (mg) spot¯ebo-
van˝ch p¯i precipitaci apatitu na povrchu vzork˘; ñ HA120 a
u HA1100
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extrapolacÌ do nulovÈ hodnoty (obr. 6, 7). Hodnota zjiötÏn·
pro  vzorek Ti-bio (24,5  h)  je  v dobrÈ  shodÏ s hodnotou
urËenou p¯i statickÈ expozici stejnÏ upraven˝ch vzork˘6. In-
dukËnÌ Ëas vzork˘ hydroxyapatitu byl v˝znamnÏ kratöÌ neû
v p¯ÌpadÏ bioaktivnÌho titanu. To lze vysvÏtlit vÏtöÌ struk-
tur·lnÌ podobnostÌ precipitujÌcÌ f·ze a substr·tu v p¯ÌpadÏ, kdy
substr·tem je syntetick˝ hydroxyapatit. VyööÌ rychlost spo-
t¯eby iont˘ P precipitacÌ apatitu u vzorku HA120 v porov-
n·nÌ s HA1100 je moûnÈ vysvÏtlit vÏtöÌ plochou povrchu
v kontaktu s roztokem (obr. 7).

5. Z·vÏr

DynamickÈ uspo¯·d·nÌ testu v simulovanÈ tÏlnÌ tekutinÏ
je vhodnÈ k detekci koncentraËnÌch zmÏn v roztoku. Na z·-
kladÏ ËasovÈ z·vislosti v˝stupnÌ koncentrace z cely je moûnÈ
interakci bioaktivnÌho titanu s SBF rozdÏlit do t¯Ì z·kladnÌch
f·zÌ ñ I. adsorpce v·penat˝ch a v menöÌ mÌ¯e fosforeËnanov˝ch
iont˘ materi·lem, II. indukËnÌ doba, III. r˘st krystal˘ kostnÌho
apatitu. ZjiötÏn· schopnost rychlÈ iontovÈ adsorpce m˘ûe mÌt
v˝znamn˝ vliv na pozdÏjöÌ adsorpci biomolekul, jako nap¯.
aminokyselin a protein˘, a m˘ûe tak ovlivnit Ëi p¯Ìmo p¯edurËit
biokompatibilitu a bioaktivitu materi·lu jeötÏ p¯edtÌm, neû
dojde k r˘stu krystal˘ kostnÌho apatitu. DynamickÈ uspo¯·d·nÌ
expozice rovnÏû umoûÚuje vyhodnocenÌ parametr˘ precipi-
tace (indukËnÌ doba, rychlost r˘stu), kterÈ mohou b˝t pouûity
k odhadu bioaktivity studovanÈho materi·lu.

Studie vznikla jako souË·st v˝zkumnÈho z·mÏru P¯Ìprava
a vlastnosti modernÌch materi·l˘ ñ modelov·nÌ, charakteri-
zace, technologie (MSM 223100002). ZË·sti byla podpo¯ena
i Ministerstvem pr˘myslu a obchodu »R (FB-CV/64/98).
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1. ⁄vod

Pyrol˝zou uhlovodÌk˘ (ethylenovou pyrol˝zou) se ozna-
Ëuje tepeln˝ rozklad uhlovodÌk˘ na nÌzkomolekul·rnÌ alke-
novÈ produkty, p¯edevöÌm ethylen a propylen. Pyrol˝znÌ reak-
ce probÌhajÌ hlavnÏ radik·lov˝m mechanismem, p¯i vyööÌch
stupnÌch konverze surovin se uplatÚujÌ v˝znamnÏ takÈ reakce
molekul·rnÌ. ReakËnÌ smÏs je silnÏ ¯edÏna inertem ñ vodnÌ
parou, kter· snÌûenÌm parci·lnÌho tlaku uhlovodÌk˘ Ë·steËnÏ
br·nÌ pr˘bÏhu neû·doucÌch sekund·rnÌch reakcÌ vedoucÌch
k tvorbÏ pyrol˝znÌho oleje a uhlÌkat˝ch ˙sad. Jako suroviny
se pouûÌvajÌ podle geografickÈ polohy a situace na petro-
chemickÈm trhu p¯edevöÌm ethan, propan, zkapalnÏnÈ rafinÈr-
skÈ a p¯ÌrodnÌ plyny, benziny, atmosfÈrickÈ a vakuovÈ plynovÈ
oleje a destilaËnÌ zbytky z procesu hydrokrakov·nÌ. Protoûe
rozkladnÈ pyrol˝znÌ reakce jsou velmi rychlÈ a silnÏ endoter-
mickÈ, je t¯eba dodat reakËnÌ smÏsi v kr·tkÈm ËasovÈm inter-
valu znaËnÈ mnoûstvÌ tepla. Pyrol˝znÌ reaktory jsou proto
konstruov·ny jako tenkÈ trubky ñ vl·senky s extrÈmnÏ vyso-
k˝m pr˘tokem reakËnÌ smÏsi. Soustava nÏkolika vl·senek
v radiaËnÌ komo¯e je souË·stÌ tzv. pyrol˝znÌ pece. DÈlka vl·-
senek dosahuje p¯ibliûnÏ 10 aû 100 m, maxim·lnÌ rychlost
proudÏnÌ reakËnÌ smÏsi 170 aû 220 m.sñ1a doba zdrûenÌ reakËnÌ
smÏsi ve vl·sence se pohybuje od asi 0,1 do 0,6 s. Do vl·senky
vstupuje surovina p¯edeh¯·t· na 500 aû 600 ∞C, v komo¯e se
ûhav˝mi spalinami topnÈho plynu se reakËnÌ smÏs postupnÏ
oh¯Ìv· na 770 aû 900 ∞C.

Pyrol˝za uhlovodÌk˘ je v laboratornÌch podmÌnk·ch stu-
dov·na v r˘zn˝ch typech reaktor˘1ñ4. Mezi nejËastÏji pouûÌ-

vanÈ pat¯Ì trubkovÈ reaktory, zatÌmco ostatnÌ typy, nap¯. vs·d-
kovÈ a pr˘toËnÈ mÌchanÈ reaktory, majÌ pouze okrajov˝ v˝-
znam. Vl·senky pr˘myslov˝ch reaktor˘ nejlÈpe napodobujÌ
trubkovÈ reaktory. Oproti pr˘myslov˝m reaktor˘m vöak vy-
kazujÌ zcela odliönÈ vlastnosti ñ podstatnÏ vyööÌ pomÏr vnit¯-
nÌho povrchu trubky k reakËnÌmu objemu a pomal˝ tok reakËnÌ
smÏsi vytv·¯ejÌ odliönÈ axi·lnÌ i radi·lnÌ teplotnÌ a tlakovÈ
profily. Nezanedbateln˝m zdrojem potÌûÌ s p¯enosem dat z la-
boratornÌch na pr˘myslovÈ reaktory je stÏnov˝ efekt. Radik·ly
zanikajÌ ¯·dovÏ rychleji na kovov˝ch stÏn·ch (vysok· tepeln·
vodivost, oxidaËnÏ-redukËnÌ vlastnosti) neû na stÏn·ch neko-
vov˝ch (obvykle k¯emenn˝ch laboratornÌch reaktor˘). U ko-
vov˝ch laboratornÌch reaktor˘ je naopak vliv stÏnovÈho efektu
podstatnÏ silnÏjöÌ neû u pr˘myslov˝ch reaktor˘ z d˘vodu re-
lativnÏ velkÈho povrchu reaktoru a malÈho reakËnÌho objemu.

Experimenty s poËÌtaËovÏ ¯Ìzen˝mi laboratornÌmi reak-
tory spojen˝mi s dokonalou anal˝zou reakËnÌ smÏsi lze zÌskat
dostateËnÈ mnoûstvÌ a vhodnou strukturu spolehliv˝ch dat,
kter· mohou b˝t ve spojenÌ s v˝sledky provoznÌch experi-
ment˘ zdrojem pro n·vrh matematickÈho modelu, urËenÈho
k transformaci laboratornÌch dat do provoznÌch podmÌnek. Jed-
nÌm z aktu·lnÌch ˙kol˘, ¯eöen˝ch v r·mci spolupr·ce VäCHT
Praha a Chemopetrolu LitvÌnov, je hodnocenÌ kvality benzi-
nov˝ch surovin. Nejv˝znamnÏjöÌm kritÈriem kvality jsou oËe-
k·vanÈ v˝tÏûky û·dan˝ch produkt˘, hlavnÏ ethylenu a propy-
lenu (pod pojmem v˝tÏûek produktu se v dalöÌm textu rozumÌ
mnoûstvÌ zÌskanÈho produktu, vztaûenÈ na mnoûstvÌ zpraco-
vanÈ suroviny). Protoûe p¯i n·kupu surovin v Chemopetrolu
jsou benziny vÏtöinou charakterizov·ny pouze hustotou, sku-
pinov˝m sloûenÌm a destilaËnÌ k¯ivkou, je predikce v˝tÏûk˘
pyrol˝znÌch produkt˘ velmi nespolehliv·. Proto je zkoum·na
moûnost hodnocenÌ benzinov˝ch surovin pyrol˝zou v labora-
tornÌm reaktoru s n·slednou transformacÌ zÌskan˝ch v˝tÏûk˘
pyrol˝znÌch produkt˘ do provoznÌch podmÌnek.

2. LaboratornÌ testov·nÌ benzinov˝ch surovin

K laboratornÌmu testov·nÌ benzinov˝ch surovin je na VäCHT
pouûÌv·na pyrol˝znÌ plynov· chromatografie, zaloûen· na p¯Ì-
mÈm propojenÌ pulznÌho trubkovÈho mikroreaktoru PYR 4A
Shimadzu se systÈmem dvou tandemovÏ uspo¯·dan˝ch chro-
matograf˘ GC 17A Shimadzu (obr. 1).

Pyrol˝znÌ reaktor je tvo¯en tenkou k¯emennou trubiËkou.
PlynnÈ a kapalnÈ vzorky jsou d·vkov·ny injekËnÌ st¯ÌkaËkou
p¯es septum, zatÌmco pevnÈ vzorky umÌstÏnÈ v miniaturnÌ
platinovÈ lodiËce jsou voln˝m p·dem aplikov·ny p¯Ìmo do
st¯edu reaktorovÈ trubice. K oh¯evu reaktoru slouûÌ elektricky
vyh¯Ìvan· pÌcka, regulovan· na p¯esnÏ definovanou teplotu
(max. asi 820 ∞C). Z·kladnÌm poûadavkem pyrol˝znÌ chroma-
tografie je co nejrychleji oh¯·t testovan˝ vzorek na poûado-
vanou teplotu a produkty rozkladu co nejrychleji ochladit. Pro
teplotnÌ profil reakËnÌ smÏsi je proto charakteristick· relativnÏ
kr·tk· reakËnÌ zÛna a strm˝ n·r˘st a pokles teploty v oh¯ÌvacÌ
a chladicÌ zÛnÏ (obr. 2). Produkty pyrol˝zy jsou vedeny do
sekce se samostatnou regulacÌ teploty, urËenÈ pouze k zame-
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zenÌ kondenzace pyrol˝znÌch produkt˘. Vzhledem k tomu, ûe
proudÏnÌ reakËnÌ smÏsi p˘vodnÌ k¯emennou trubiËkou bylo
silnÏ lamin·rnÌ, byl reaktor Ë·steËnÏ naplnÏn inertnÌm mate-
ri·lem, karborundem s pr˘mÏrnou velikostÌ Ë·stic asi 0,1 mm.
N·plÚ, kter· p¯iblÌûila tok  reakËnÌ smÏsi pÌstovÈmu  toku,
zlepöila v koneËnÈm d˘sledku v˝raznÏ spolehlivost experi-
ment·lnÌch mÏ¯enÌ.

SpojenÌ dvou plynov˝ch chromatograf˘ bylo zvoleno jako
¯eöenÌ poûadavku analyzovat nejen bÏûnÈ plynnÈ produkty
pyrol˝zy, ale i tÏûöÌ, v˝öevroucÌ frakce, a takÈ zajistit co
nejkratöÌ dobu anal˝zy. SÈriovÈ uspo¯·d·nÌ chromatograf˘
umoûÚuje nastavenÌ rozdÌln˝ch teplot v obou p¯ÌstrojÌch, od-
dÏlenÈ ovl·d·nÌ pr˘toku nosnÈho plynu kolonami, a tÌm i pa-
ralelnÌ eluci obsahu vöech analytick˝ch kolon. PrvnÌ chroma-
tograf je osazen dvÏma plameno-ionizaËnÌmi detektory FID1
a FID2 a injektorem I1. V termostatu chromatografu jsou
umÌstÏny dvÏ kapil·rnÌ kolony K1 a K2 a t¯i p¯epÌnacÌ kohouty
V1ñV3. Kohout V1 slouûÌ k d·vkov·nÌ vzork˘ pomocÌ d·vko-
vacÌ smyËky. Druh˝ chromatograf je vybaven plameno-ioni-
zaËnÌm detektorem FID3, tepelnÏ-vodivostnÌm detektorem
TCD a injektorem I2. V termostatu tohoto chromatografu je
umÌstÏna kapil·rnÌ kolona K3 a p¯epÌnacÌ kohout V4. Propo-
jenÌ mezi chromatografy zajiöùuje oh¯Ìvan· pr˘chodka. Nosn˝
plyn (dusÌk) je p¯ipojen do pyrol˝znÌho n·stavce, obou injek-
tor˘ I1 a I2 a do kohoutu V2.

Anal˝za pyrol˝znÌch produkt˘ je v systÈmu obou chroma-
tograf˘ zaloûena na p¯ibliûnÏ oddÏlenÈ anal˝ze pyrol˝znÌho

plynu (vodÌk, uhlovodÌky C1 aû C4), pyrol˝znÌho benzinu
(uhlovodÌky C5 aû C11) a pyrol˝znÌho oleje (uhlovodÌky C12
a vyööÌ). Po vstupu reakËnÌ smÏsi do prvnÌho chromatografu
jsou kohouty V1 aû V3 postupnÏ p¯epojov·ny ve Ëty¯ech
Ëasov˝ch period·ch tak, aby byly jednotlivÈ frakce pyrol˝z-
nÌch produkt˘ analyzov·ny oddÏlenÏ (obr. 3):
1. P¯i v˝chozÌm nastavenÌ kohout˘ jsou vöechny kolony pro-

pojeny za sebou. Pyrol˝znÌ olej se sorbuje v prvnÌ kolonÏ,
pyrol˝znÌ benzin a pyrol˝znÌ plyn p¯ech·zejÌ do druhÈ
a t¯etÌ kolony.

2. P¯etoËenÌm kohoutu V2 dojde k protismÏrnÈ eluci nej-
tÏûöÌch podÌl˘ z kolony K1 a jejich souhrnnÈ anal˝ze na
detektoru FID2, zbytek vzorku je d·le un·öen kolonami
K2 a K3.

3. P¯etoËenÌm kohoutu V3 dojde k oddÏlenÈ eluci pyrol˝znÌ-
ho plynu na kolonÏ K3 a pyrol˝znÌho benzinu na kolonÏ K2.
Pyrol˝znÌ benzin se n·slednÏ analyzuje na detektoru FID1
a vodÌk a methan z pyrol˝znÌho plynu na detektoru TCD.

4. P¯etoËenÌm kohoutu V4 je p¯esmÏrov·na anal˝za uhlo-
vodÌkovÈho zbytku pyrol˝znÌho plynu z detektoru TCD na
detektor FID3.

3. Simulace provoznÌch dat

Nutn˝m p¯edpokladem spolehlivÈho p¯enosu laborator-
nÌch dat do pr˘myslovÈho mÏ¯Ìtka je dostatek vhodn˝ch pro-
voznÌch mÏ¯enÌ. Pro experimenty v provoznÌch podmÌnk·ch
je vöak typick· omezen· volba experiment·lnÌch podmÌnek5.
Obvykle lze Ë·steËnÏ nebo zcela pl·novat zatÌûenÌ reaktoru,
teplotu reakËnÌ smÏsi a ¯edÏnÌ reakËnÌ smÏsi vodnÌ parou.
Mimo oblast pl·nov·nÌ se vöak jiû obvykle nach·zÌ sloûenÌ
zpracov·vanÈ suroviny. SloûenÌ jednotliv˝ch dod·vek ben-
zin˘  je  sice  dostateËnÏ  variabilnÌ,  avöak  v˝slednÈ sloûenÌ

Obr. 1. SchÈma pyrol˝znÌho chromatografu; R ñ reaktor, K1ñK3 ñ
kapil·rnÌ kolony, V1ñV4 ñ p¯epÌnacÌ kohouty, I1ñI2 ñ injektory,
FID1ñFID3 ñ plameno-ionizaËnÌ detektory, TCD ñ tepelnÏ-vodi-
vostnÌ detektor, C ñ PID regul·tor teploty pyrol˝znÌho reaktoru, Q ñ
zdroj nosnÈho plynu p¯ich·zejÌcÌho do kohoutu V2
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Obr. 2. P¯Ìklad teplotnÌho profilu reakËnÌ smÏsi v reaktorovÈ
trubici; T ñ teplota, l ñ dÈlkov· sou¯adnice reaktoru

Obr. 3. SchÈma anal˝zy reakËnÌ smÏsi
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n·st¯iku na pyrol˝znÌ reaktory odpovÌd· smÏsi, kter· vznik·
smÌch·nÌm veöker˝ch dod·vek benzin˘ ve velkokapacitnÌm
z·sobnÌku. Pl·ny experiment˘ jsou pak omezeny podobn˝m
sloûenÌm surovin. Volba poËtu experiment˘ nenÌ proto v˝-
hradnÏ d˘sledkem relativnÏ vysok˝ch n·klad˘ a ËasovÈ n·roË-
nosti na jejich realizaci, ale i omezenÈho prostoru volby nez·-
visle promÏnn˝ch veliËin.

V˝sledky provoznÌch experiment˘ byly proto zÌsk·ny n·-
hradnÌ cestou ñ v˝poËty se semimechanistick˝m modelem py-
rol˝znÌ pece7,8, identifikovan˝m na z·kladÏ v˝sledk˘ provoz-
nÌch experiment˘ v Chemopetrolu. Semimechanistick˝ popis
radik·lov˝ch reakcÌ je zaloûen na p¯edpokladu dlouh˝ch propa-
gaËnÌch ¯etÏzc˘ (kterÈ dovolujÌ zanedbat iniciaËnÌ a terminaËnÌ
reakce), okamûitÈho rozkladu tÏûöÌch, nestabilnÌch radik·l˘
a pseudostacion·rnÌ koncentrace mal˝ch, velmi reaktivnÌch
radik·l˘. OstatnÌ reakce propagaËnÌ f·ze, p¯edevöÌm adice ra-
dik·l˘ na molekuly s nenasycen˝mi vazbami, jsou modelov·-
ny systÈmem form·lnÌch molekul·rnÌch reakcÌ. Kinetick˝ mo-
del byl identifikov·n a verifikov·n na z·kladÏ v˝sledk˘ 10,
resp. 42 provoznÌch experiment˘ s pyrol˝zou r˘zn˝ch surovin
na r˘zn˝ch typech pyrol˝znÌch vl·senek.

Pro simulaËnÌ v˝poËty byla vybr·na vl·senka klasickÈho
typu SRT III (Short Residence Time). VÏtve vl·senky s pr˘-
mÏrem asi 6 cm se postupnÏ spojujÌ do silnÏjöÌch vÏtvÌ o pr˘-
mÏru 8 a 12 cm (obr. 4). Celkov· dÈlka vl·senky je asi 60 m.
V˝hodou uvedenÈ struktury vl·senek je postupnÈ zmenöov·nÌ
pomÏru teplosmÏnnÈ plochy k objemu trubky, kterÈ zrovno-
mÏrÚuje tok tepla z radiaËnÌho prostoru do reakËnÌ smÏsi
v souladu s klesajÌcÌ spot¯ebou tepla.

K pl·nov·nÌ simulaËnÌch experiment˘ byl pouûit ˙pln˝
faktorov˝ pl·n 34 (t¯i ˙rovnÏ nez·visle promÏnn˝ch a Ëty¯i
nez·visle promÏnnÈ ñ typ benzinu, zatÌûenÌ reaktoru, pomÏr

¯edÏnÌ vodnÌ parou a teplota reakËnÌ smÏsi na v˝stupu z vl·-
senky), tj. celkem 81 v˝poËt˘. Volba rozsahu nez·visle pro-
mÏnn˝ch vych·zela z obvykl˝ch parametr˘ provoznÌch reûi-
m˘. StruËn· charakteristika simulaËnÌch experiment˘ je uve-
dena v tabulce I.

4. P¯enos laboratornÌch dat
do provoznÌch podmÌnek

Jednu z moûn˝ch cest transformace laboratornÌch dat na
informace vyuûitelnÈ v pr˘myslovÈ praxi nabÌzejÌ umÏlÈ neu-
ronovÈ sÌtÏ8,9. PodobnÏ jako je u klasick˝ch empirick˝ch mo-
del˘ nutnÈ optimalizovat jejich parametry, jsou v pr˘bÏhu
uËenÌ neuronovÈ sÌtÏ optimalizov·ny ˙pravou sign·l˘ tak, aby
pro zÌskanÈ  v˝sledky laboratornÌch  experiment˘  a zadanÈ
provoznÌ parametry (vstupy do neuronovÈ sÌtÏ) odpovÌdaly
v˝stupy sÌtÏ co nejvÌce v˝sledk˘m provoznÌch experiment˘ se
stejnou pyrolyzovanou surovinou. Optimalizovan· sÌù je pak
schopna pro dan˝ provoznÌ reaktor a danÈ provoznÌ parametry
predikovat provoznÌ chov·nÌ laboratornÏ testovanÈ suroviny.

Pro p¯enos dat z laboratornÌho reaktoru do provoznÌch
podmÌnek byla pouûita dop¯edn· umÏl· neuronov· sÌù s kom-
binovan˝mi vstupy ˙daj˘ z laboratornÌch a provoznÌch pod-
mÌnek a s v˝stupy predikujÌcÌmi provoznÌ v˝tÏûky methanu,
ethylenu a propylenu (obr. 5). Jako vstupy neuronovÈ sÌtÏ
z provoznÌch podmÌnek byly pouûity zatÌûenÌ provoznÌho re-
aktoru, ¯edicÌ pomÏr p·ra/surovina a teplota reakËnÌ smÏsi na
v˝stupu z pyrol˝znÌ vl·senky. Tlak reakËnÌ smÏsi na v˝stupu
z vl·senky zatÌm do modelu zahrnut nebyl, protoûe p¯i vöech
provoznÌch experimentech, a tÌm i simulaËnÌch v˝poËtech,
byla jeho hodnota konstantnÌ. LaboratornÌ experimenty repre-
zentovaly v˝tÏûky methanu, ethylenu a propylenu, zÌskanÈ py-
rol˝zou benzinov˝ch surovin v laboratornÌm reaktoru. V˝bÏr
v˝stupnÌch veliËin byl motivov·njejich praktick˝mv˝znamem

Tabulka I
ZvolenÈ hodnoty nez·visle promÏnn˝ch pro simulaËnÌ expe-
rimenty (matematick˝ model vl·senky typu SRT III)

Hustota N·st¯ik ÿedicÌ V˝stupnÌ
benzinu suroviny pomÏr teplota
[kg.mñ3] [t.hñ1] [kg.kgñ1] [∞C]

680; 706; 730 19; 22; 25 0,3; 0,5; 0,7 810; 825; 840

Obr. 5. SchÈma umÏlÈ neuronovÈ sÌtÏ pro p¯enos dat z laboratornÌch do provoznÌch podmÌnek

Obr. 4. SchÈma pyrol˝znÌ vl·senky SRT III

n·st¯ik benzinu, t.h
ñ1

¯edicÌ pomÏr, kg.kg
ñ1

v˝stupnÌ teplota, ∞C

LaboratornÌ data:

v˝tÏûek methanu, hm.%

v˝tÏûek ethylenu, hm.%

v˝tÏûek propylenu, hm.%v˝tÏûek methanu, hm.%

v˝tÏûek ethylenu, hm.%

v˝tÏûek propylenu, hm.%

ProvoznÌ parametry:

ProvoznÌ data:
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Tabulka II
P¯Ìklad vstup˘ a v˝stup˘ neuronovÈ sÌtÏ (vl·senka typu SRT III, benzin o hustotÏ 706 kg.mñ3)

Vstupy V˝stupy

laboratornÌ v˝tÏûky provoznÌ parametry simulovanÈ provoznÌ
[hm.%] v˝tÏûky [hm.%]

Methan 9,8 n·st¯ik benzinu 21,0 t.hñ1 Methan 15,0
Ethylen 23,2 v˝stupnÌ teplota 834 ∞C Ethylen 25,7
Propylen 16,8 ¯edicÌ pomÏr 0,6 kg.kgñ1 Propylen 13,5

Ethylen a propylen p¯edstavujÌ nejen nejd˘leûitÏjöÌ produk-
ty pyrol˝zy, ale spoleËnÏ s methanem se v praxi pouûÌvajÌ
i k hodnocenÌ konverze pyrolyzovan˝ch smÏsÌ uhlovodÌk˘ (ob-

vykle v podobÏ hmotnostnÌch pomÏr˘ ethylen/propylen a me-
than/propylen). P¯Ìklad konkrÈtnÌch vstup˘ a v˝stup˘ neuro-
novÈ sÌtÏ je uveden v tabulce II.

Obr. 6. Porovn·nÌ simulovan˝ch (yS) a provoznÌch (yE) v˝tÏûk˘
pyrol˝zy prim·rnÌch benzin˘; l methan, n ethylen, t propylen

2416 2820
yE, hm.%

26

22

18

30

12

yS, hm.%

14

Obr. 7. SimulovanÈ v˝tÏûky (yS) vybran˝ch produkt˘ pyrol˝zy
typick˝ch prim·rnÌch benzin˘ v z·vislosti na v˝stupnÌ teplotÏ z
vl·senky T. Vl·senka typu SRT III, hustota benzin˘ 680 (a), 706 (b)
a 730 kg.mñ3 (c), zatÌûenÌ surovinou 22 t.hñ1, ¯edicÌ pomÏr p·ra/suro-
vina 0,5 kg.kgñ1

Obr. 8. SimulovanÈ v˝tÏûky (yS) vybran˝ch produkt˘ pyrol˝zy
typick˝ch prim·rnÌch benzin˘ v z·vislosti na ¯edicÌm pomÏru
p·ra/surovina (D). Vl·senka typu SRT III, hustota benzin˘ 680 (a),
706 (b) a 730 kg.mñ3 (c), zatÌûenÌ surovinou 22 t.hñ1, v˝stupnÌ teplo-
ta 825 ∞C

Obr. 9. SimulovanÈ v˝tÏûky (yS) vybran˝ch produkt˘ pyrol˝zy
typick˝ch prim·rnÌch benzin˘ v z·vislosti na zatÌûenÌ reaktoru
surovinou (F). Vl·senka typu SRT III, hustota benzin˘ 680 (a),
706 (b) a 730 kg.mñ3 (c), ¯edicÌ pomÏr p·ra/surovina 0,5 kg.kgñ1,
v˝stupnÌ teplota 825 ∞C
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Pro predikci provoznÌch v˝tÏûk˘ produkt˘ pyrol˝zy se
jako optim·lnÌ uk·zala dop¯edn· neuronov· sÌù s jednou skry-
tou vrstvou obsahujÌcÌ pÏt neuron˘. SÌù byla uËena v prost¯e-
dÌ Neural Networks Toolbox pro MATLAB s vyuûitÌm Le-
venbergovy-Marquardtovy optimalizaËnÌ metody. Optim·lnÌ
struktura sÌtÏ byla hled·na postupn˝m testov·nÌm sÌtÌ od slo-
ûitÏjöÌch struktur k jednoduööÌm. Jako kritÈrium optima byl
pouûit souËet Ëtverc˘ odchylek simulovan˝ch a namÏ¯en˝ch
dat proveden˝ na tzv. validaËnÌ sadÏ dat, tj. na datech, kter·
nebyla vyuûita p¯i vlastnÌm uËenÌ sÌtÏ. ZatÌmco hodnota tohoto
kritÈria pro trÈnovacÌ data monotÛnnÏ kles· s rostoucÌm poË-
tem neuron˘, na validaËnÌ sadÏ dat dosahuje minima. N·r˘st
hodnoty kritÈria pro vyööÌ neû optim·lnÌ poËet neuron˘ je
p¯Ìznakem p¯euËenÌ sÌtÏ zp˘sobenÈho snahou popsat trÈnovacÌ
data p¯esnÏji, neû dovoluje chyba mÏ¯enÌ. ValidaËnÌ sada
obsahovala v˝sledky 20 provoznÌch experiment˘ zÌskan˝ch
pyrol˝zou prim·rnÌch benzin˘ na peci s vl·senkami typu SRT
III. Rezidu·lnÌ odchylky mezi v˝tÏûky validaËnÌ sady a v˝tÏû-
ky simulovan˝mi optim·lnÌ neuronovou sÌtÌ jsou uvedeny
v diagramu na obr. 6. Protoûe rezidu·lnÌ rozptyl je v relaci
s chybou experiment·lnÌch mÏ¯enÌ10, diagram dokl·d· dobrou
shodu predikovan˝ch a experiment·lnÌch dat.

P¯Ìklady predikcÌ v˝tÏûk˘ methanu, ethylenu a propylenu
v z·vislosti na teplotÏ reakËnÌ smÏsi na v˝stupu z vl·senky,
¯edicÌm pomÏru p·ra/surovina a zatÌûenÌ reaktoru jsou pro
typick˝ lehk˝, st¯ednÌ a tÏûk˝ prim·rnÌ benzin z Chemopetrolu
LitvÌnov uvedeny na obr. 7 aû 9. Z obr·zk˘ je p¯edevöÌm vidÏt,
ûe s r˘stem hustoty benzin˘, zp˘soben˝m p¯edevöÌm zvyöu-
jÌcÌm se obsahem arom·t˘, klesajÌ v˝tÏûky vöech hodnocen˝ch
produkt˘, a ûe nejv˝raznÏjöÌ vliv na zmÏny v˝tÏûk˘ vykazuje
v provoznÌch podmÌnk·ch teplota. V˝tÏûky ethylenu a me-
thanu jsou p¯Ìmo ˙mÏrnÈ teplotÏ pyrol˝zy a nep¯Ìmo ˙mÏrnÈ
zatÌûenÌ reaktoru. Pokles nebo n·r˘st v˝tÏûk˘ propylenu sou-
visÌ s dosaûenÌm nebo nedosaûenÌm jeho v˝tÏûkovÈho maxi-
ma, zp˘sobenÈho mÏnÌcÌm se pomÏrem n·sledn˝ch rozklad-
n˝ch a adiËnÌch reakcÌ propylenu a prim·rnÌch reakcÌ jeho
tvorby z vyööÌch uhlovodÌk˘. P¯Ìzniv˝ vliv vyööÌho z¯edÏnÌ
inertem na v˝tÏûky û·dan˝ch produkt˘ ethylenu a propylenu
a naopak snÌûenÌ v˝tÏûk˘ methanu jsou zp˘sobeny snÌûenÌm
parci·lnÌho tlaku uhlovodÌk˘, a tÌm potlaËenÌm neû·doucÌch
bimolekul·rnÌch sekund·rnÌch reakcÌ.

5. Z·vÏr

VyuûitÌ v˝sledk˘ laboratornÌch experiment˘ v pr˘myslo-
vÈ praxi vyûaduje dodateËnou transformaci laboratornÌch dat

vhodn˝m matematick˝m modelem. Jednu z moûnostÌ trans-
formace p¯edstavujÌ umÏlÈ neuronovÈ sÌtÏ.

DosavadnÌ zkuöenosti s provozem pyrol˝znÌho plynovÈho
chromatografu a s p¯enosem v˝sledk˘ laboratornÌch experi-
ment˘ do provoznÌch podmÌnek ukazujÌ, ûe lze s dostateËnou
spolehlivostÌ predikovat v˝tÏûky z·kladnÌch produkt˘ pr˘-
myslovÈ pyrol˝zy prim·rnÌch benzin˘.

CÌlem dalöÌho v˝zkumu bude rozöÌ¯enÌ testov·nÌ surovin
i na atmosfÈrickÈ plynovÈ oleje, destilaËnÌ zbytky z procesu
hydrokrakov·nÌ a na smÏsi kapaln˝ch surovin s vybran˝mi
recyklovan˝mi frakcemi, nap¯. s frakcÌ C5.
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1. ⁄vod

Polymorfie je jev, kdy jedna chemick· l·tka m˘ûe v z·vis-
losti na krystalizaËnÌch podmÌnk·ch vykrystalovat v r˘zn˝ch
polymorfnÌch modifikacÌch neboli polymorfech. Jin˝mi slo-
vy, urËit· molekula nebo strukturnÌ jednotka se m˘ûe uspo¯·-
dat do krystalickÈho stavu nÏkolika zp˘soby. V˝sledkem jsou
rozdÌlnÈ krystalovÈ struktury a jejich prostorovÈ symetrie.
V mineralogii, resp. v anorganickÈ chemii je polymorfie velmi
Ëast·; p¯Ìkladem je dimorfie CaCO3 (trigon·lnÌ kalcit a orto-
rombick˝ aragonit) nebo trimorfie TiO2 (tetragon·lnÌ rutil
krystalujÌcÌ v prostorovÈ grupÏ P 42/mnm, tetragon·lnÌ anatas,
prostorov· grupa I 41/amd a ortorombick˝ brookit). ÿada
technicky v˝znamn˝ch modifikaËnÌch p¯emÏn existuje takÈ
v keramice, metalurgii a dalöÌch oborech.

U farmaceuticky aktivnÌch substancÌ, kterÈ jsou v drtivÈ
vÏtöinÏ organickÈ molekuly, je zvykem hovo¯it o pevn˝ch
form·ch, p¯Ìp. f·zÌch. TÌm jsou  mÌnÏny  nejen krystalickÈ
polymorfy, ale i amorfnÌ formy a takÈ r˘znÈ krystalickÈ hy-
dr·ty nebo solv·ty (zde jsou uv·dÏny mÈnÏ vûitÈ pojmy:
solvatomorfy1 nebo pseudopolymorfy2). AËkoliv je biologic-
k˝ ˙Ëinek aktivnÌ substance vyvol·n interakcÌ molekuly lÈËiva
s cÌlov˝m receptorem, je velmi d˘leûitÈ, v jakÈ formÏ je lÈËivo
pacientovi pod·v·no. To znamen·, ûe z·leûÌ nejenom na mole-
kulovÈ, ale i krystalovÈ struktu¯e pevnÈ aktivnÌ substance.
Protoûe r˘znÈ formy jednÈ aktivnÌ substance majÌ r˘znou
krystalovou strukturu a tvar krystal˘, p¯Ìp. jsou amorfnÌ, musÌ
se takÈ liöit ve sv˝ch fyzik·lnÌch a biologick˝ch vlastnostech.

Z technologickÈho hlediska se jedn· p¯edevöÌm o r˘znÈ cho-
v·nÌ p¯i mikronizaci a tabletaci. R˘zn· rozpouötÏcÌ rychlost
polymorf˘ a solvatomorf˘ v zaûÌvacÌm traktu m· za n·sledek
rozdÌlnou farmakokinetiku a biodostupnost.

ProblÈmy spojenÈ s polymorfiÌ a solvatomorfiÌ aktivnÌch
substancÌ jsou v centru pozornosti v˝robc˘ lÈËiv. Snahou
etickÈ farmaceutickÈ firmy (origin·lnÌho v˝robce), kter· vy-
vinula urËitou aktivnÌ substanci, je patentovÏ ochr·nit vöechny
jejÌ moûnÈ formy. Lze ovöem jednoznaËnÏ p¯edpovÏdÏt vöech-
ny formy, kterÈ m˘ûe aktivnÌ molekula vytvo¯it? S tÌm souvisÌ
v˝voj takovÈ analytickÈ metodiky, kter· je schopna vöechny
formy jednoznaËnÏ charakterizovat a rozliöit. To je nutnÈ
nejenom pro stanovenÌ f·zovÈ (polymorfnÌ, solvatomorfnÌ)
Ëistoty zvolenÈ formy p¯i v˝robÏ, ale takÈ p¯i patentov˝ch
sporech etick˝ch a generick˝ch firem (dalöÌch v˝robc˘).

Ot·zka polymorfie a solvatomorfie je ve farmacii v posled-
nÌch nÏkolika letech velmi aktu·lnÌ a û·dn˝ farmaceutick˝
producent si ji nedovolÌ ignorovat. Uveden˝m tÈmatem se
zab˝v· tento refer·t.

2. StrukturnÌ rozmanitost

Struktura r˘zn˝ch polymorf˘, resp. forem aktivnÌch sub-
stancÌ, je d·na p¯edevöÌm nekovalentnÌmi interakcemi mezi
jejich molekulami. Krystaly organick˝ch l·tek, kterÈ by byly
drûeny iontov˝mi nebo kovalentnÌmi vazbami, se praktic-
ky nevyskytujÌ. NekovalentnÌmi interakcemi v molekul·rnÌch
krystalech jsou velice Ëasto vodÌkovÈ m˘stky, d·le van der
Waalsovy vazby, π-π interakce a z¯Ìdka i vazby v Ñcharge-
-transferì komplexech.

Pro demonstraci r˘zn˝ch krystalov˝ch forem jednÈ mole-
kuly (uvaûujme pouze r˘znÈ sÌtÏ vodÌkov˝ch m˘stk˘) si uveÔ-
me n·zorn˝ p¯Ìklad. Molekula hypotetickÈho nitrilu (nebyl
nalezen v datab·zi CSD (cit.3)) obsahuje jeden kyslÌkov˝
a jeden dusÌkov˝ donor protonu a jeden kyslÌkov˝ a jeden
dusÌkov˝ akceptor protonu (obr. 1). Do krystalickÈho stavu se
tento nitril m˘ûe uspo¯·dat nap¯. dvÏma zp˘soby (obr. 2a, 2b).
Pokud se do sÌtÏ vodÌkov˝ch vazeb zapojÌ navÌc i molekula
vody, vznikne t¯etÌ forma (obr. 2c). To ovöem neznamen·, ûe
vöechny tyto formy musÌ nutnÏ vzniknout a b˝t stejnÏ stabilnÌ.
Pokud je pro dan˝ systÈm nejv˝hodnÏjöÌ forma hydr·tu, kry-
stalizace ostatnÌch m˘ûe b˝t potlaËena.

R˘znÈ krystalickÈ formy urËitÈ molekuly vznikajÌ Ëasto
krystalizacÌ z r˘zn˝ch rozpouötÏdel (pol·rnÌch nebo nepol·r-
nÌch), nÏkdy z·leûÌ i na obsahu vody v rozpouötÏdle a samo-
z¯ejmÏ na hodnot·ch teploty  a tlaku p¯i  krystalizaci.  Pro
prvotnÌ odhad poËtu r˘zn˝ch forem, kterÈ m˘ûe v pevnÈm

Obr. 1. Molekula hypotetickÈho nitrilu
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stavu vytvo¯it urËit· molekula, je rozhodujÌcÌ poËet donor˘
a akceptor˘ proton˘, kterÈ m· skelet k dispozici, a d·le je-
jich prostorov· orientace (pokud uvaûujeme pouze krystalickÈ
uspo¯·d·nÌ vodÌkov˝mi m˘stky). Eventu·lnÏ p¯Ìtomn· mole-
kula vody (nebo jinÈho solventu obsahujÌcÌho protonovÈ ak-
ceptory nebo donory) se vÏtöinou do sÌtÏ vodÌkov˝ch m˘stk˘
zapojÌ. V˝jimeËnÏ, dÌky svÈmu vhodnÈmu tvaru a velikosti,
zaplnÌ solvent dutiny vytvo¯enÈ v sÌti nekovalentnÏ interagu-
jÌcÌch molekul a do interakce se prakticky nezapojÌ. P¯i jeho
ztr·tÏ se sÌù vÏtöinou nebortÌ, jak je tomu nap¯. p¯i ztr·tÏ

molekuly vody v krystalovÈ struktu¯e monohydr·tu komplexu
platiny s deriv·tem kyseliny fosfinoctovÈ4.

P¯Ìkladem molekuly, kter· krystaluje v mnoha form·ch, je
atorvastatin (obr. 3). Tato l·tka, pod·van· ve formÏ v·penatÈ
soli sniûuje obsah cholesterolu v krvi. Molekula atorvastatinu
m· k dispozici dva protonovÈ donory (=NH a ñOH) a pÏt
protonov˝ch akceptor˘ (3 atomy kyslÌku a po jednom atomu
dusÌku a fluoru). Pokud navÌc uv·ûÌme, ûe protonov˝ donor
m˘ûe b˝t souËasnÏ i akceptorem protonu od jinÈho donoru
a p¯Ìpadnou ˙Ëast i molekul vody nebo jinÈho solventu obsa-
hujÌcÌho atomy vodÌku v systÈmu H-vazeb, je potenci·lnÌ
poËet moûn˝ch forem atorvastatinu velmi vysok˝. Tento p¯ed-
poklad byl potvrzen i experiment·lnÏ a poËet dosud popsan˝ch
a tuöen˝ch forem atorvastatinu se pohybuje okolo 10. D˘vo-
dem tohoto nep¯esnÈho ËÌsla je utajov·nÌ nov˝ch forem ator-
vastatinu farmaceutick˝mi firmami do okamûiku jejich paten-
tov·nÌ. NejstabilnÏjöÌ formou atorvastatinu je vöak, trochu
p¯ekvapivÏ, trihydr·t5. ZapojenÌ molekul vody do sÌtÏ vodÌko-
v˝ch vazeb tak stabilizuje krystal vÌce neû samotnÈ protonovÈ
donory a akceptory molekuly atorvastatinu. Jin˝m p¯Ìkladem
r˘znorodosti moûn˝ch forem je molekula cyklosporinu A (CsA
= cyclo(-MeBmt1-Abu2-Sar3-MeLeu4-Val5-MeLeu6-Ala7-D-
-Ala8-MeLeu9-MeLeu10-MeVal11-)), kter· vykazuje v˝znam-
nÈ imunosupresivnÌ ˙Ëinky p¯i potlaËenÌ reakce hostitele na
tk·ÚovÈ transplant·ty a p¯i lÈËbÏ autoimunitnÌch chorob6. CsA
se vyr·bÌ ve formÏ dihydr·tu a kromÏ toho byl pops·n jeötÏ
v dalöÌch sedmi form·ch (monohydr·tu a öesti r˘zn˝ch
solv·tech). Solv·ty v tomto p¯ÌpadÏ vznikajÌ, jak jiû bylo
zmÌnÏno, tak, ûe solvent zaplnÌ dutiny vytvo¯enÈ v sÌti nekova-
lentnÏ interagujÌcÌch molekul. Estradiol tvo¯Ì solv·ty dokonce
s vÌce neû 30 rozpouötÏdly7. V˝razn· tendence k polymorfii
byla pozorov·na rovnÏû u steroidnÌch hormon˘, sulfonamid˘,
barbitur·t˘, n·melov˝ch alkaloid˘ a antibiotik.

R˘znÈ formy jednÈ aktivnÌ substance se mohou mezi se-
bou transformovat buÔ p¯ekrystalov·nÌm z jinÈho rozpou-
ötÏdla nebo zmÏnou teploty, p¯Ìp. tlaku. Z terapeutickÈho
hlediska nenÌ vûdy nejstabilnÏjöÌ pevn· forma aktivnÌ substan-
ce nejv˝hodnÏjöÌ, protoûe m· nejpomalejöÌ rozpouötÏcÌ rych-
lost, a tÌm nejpomalejöÌ n·stup ˙Ëinku. Na druhÈ stranÏ je
u metastabilnÌch forem komplikovanÏjöÌ zajistit dostateËnÏ
robustnÌ produkci a reprodukovatelnost öarûÌ. KromÏ toho,
metastabilnÌ f·ze Ëasem p¯ech·zÌ na stabilnÌ f·zi, takûe doch·-
zÌ k polymorfnÌmu zneËiötÏnÌ a doba pouûitelnosti lÈËiva se
zkracuje.

ObecnÏ lze ¯Ìci, ûe organickÈ molekuly majÌ znaËnou
tendenci krystalovat v r˘zn˝ch form·ch, takûe polymorfie
a solvatomorfie je ve farmacii bÏûn˝m jevem. V datab·zi CSD
(cit.3) lze sice nalÈzt zhruba jen 3 % polymorfnÌch l·tek8,
ovöem  na  druhÈ stranÏ  je jasnÈ, ûe u vÏtöiny  za¯azen˝ch

Obr. 3. Atorvastatin ve formÏ v·penatÈ soli

a

b

c

Obr. 2. PrvnÌ zp˘sob uspo¯·d·nÌ vodÌkovÈ sÌtÏ v krystalu nitrilu
(a), druh˝ zp˘sob (b), t¯etÌ zp˘sob se zapojenÌm i molekul vody (c)
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organick˝ch struktur nebyla polymorfie nebo solvatomorfie
v˘bec studov·na.

3. Predikce forem

Jednou z hlavnÌch p¯ÌËin polymorfie je fakt, ûe hyperplo-
cha energie v krystalu obsahuje mnoho r˘znÏ hlubok˝ch mi-
nim ve 12-dimenzion·lnÌm prostoru (6 m¯Ìûkov˝ch parametr˘
a 6 poziËnÌch parametr˘ molekuly ñ 3 translaËnÌ a 3 rotaËnÌ,
v prvnÌm p¯iblÌûenÌ zanedb·v·me r˘znÈ konformace moleku-
ly a neuvaûujeme vÌce molekul v asymetrickÈ Ë·sti buÚky).

P¯i polymorfnÌ p¯emÏnÏ (tzv. f·zov˝ p¯echod 1. ¯·du) se
skokovÏ mÏnÌ objem a entalpie. AËkoliv jsou tyto zmÏny Ëasto
velmi malÈ, jsou dnes vyvÌjeny experiment·lnÌ metody, kte-
r˝mi lze studovat termodynamick˝ pr˘bÏh polymorfnÌch p¯e-
mÏn v uzav¯enÈm systÈmu. Metoda skanovacÌ transitiometrie9

spojuje kalorimetrick· a dilatometrick· mÏ¯enÌ a umoûÚuje na
z·kladÏ kontinu·lnÏ se mÏnÌcÌ teploty nebo tlaku v öirokÈm
rozmezÌ mÏ¯it pr˘bÏh objemov˝ch, entalpick˝ch, ale i tlako-
v˝ch zmÏn, kterÈ indukujÌ v systÈmu f·zovÈ p¯echody (typickÈ
skanovacÌ rychlosti jsou: T: 8.10ñ4 K.sñ1, V: 2.10ñ5 cm3.sñ1, p:
2 kPa.sñ1). Aplikace tÈto metody je vöak omezena na jedno-
duchÈ a vybranÈ  dimorfnÌ systÈmy bez  uvaûov·nÌ  vstupu
solventu.

Myölenka p¯edpovÏdÏt krystalovÈ struktury vöech forem
jednÈ aktivnÌ substance teoreticky, ze z·kladnÌch princip˘, je
velice l·kav·. Pokud by takov· metodika byla spolehliv·,
uöet¯ila by se pr·ce jak s ¯adou krystalizaËnÌch experiment˘,
tak i s problÈmy spojen˝mi s experiment·lnÌm stanovenÌm
struktury.

V prvnÌm kroku je nutnÈ p¯edpovÏdÏt prostorovou grupu.
To je  pomÏrnÏ  snadn˝ ˙kol,  protoûe  organickÈ l·tky  ob-
vykle krystalizujÌ pouze v nÏkolika m·lo grup·ch z 230 moû-
n˝ch. V˝bÏr je navÌc omezen chiralitou molekuly. VÏtöina
chir·lnÌch organick˝ch molekul krystaluje v grupÏ P 21 nebo
P 212121. Achir·lnÌ l·tky obvykle krystalizujÌ v grup·ch P 21/c,
P , P 212121, C 2/c a P 2, smÏsi enatiomer˘ v grup·ch P 21/c,
P a C 2/c. V˝öe uveden˝ p¯edpoklad splÚuje p¯ibliûnÏ 78 %
l·tek10 obsaûen˝ch v CambridgeskÈ strukturnÌ datab·zi. V dru-
hÈm kroku je nutnÈ p¯edpovÏdÏt m¯ÌûkovÈ parametry. Na
z·kladÏ statisticky ovÏ¯enÈho p¯edpokladu o stabilnÌ velikosti
pakovacÌho koeficientu pro jeden nevodÌkov˝ atom organickÈ
molekuly (hodnota 19,4) (cit.11) lze pomÏrnÏ p¯esnÏ odhad-
nout objem z·kladnÌ buÚky. Velikosti m¯Ìûkov˝ch parametr˘
musÌ b˝t zvoleny tak, aby tomuto objemu odpovÌdaly. P¯es-
nÏjöÌ predikce hodnot m¯Ìûkov˝ch parametr˘ zaloûen· na sta-
tistice existujÌcÌch struktur12 je bohuûel znaËnÏ nespolehliv·.
ZÌskajÌ se pouze urËitÈ intervaly, ve kter˝ch m¯ÌûkovÈ para-
metry pravdÏpodobnÏ leûÌ. PoslednÌm a nejd˘leûitÏjöÌm kro-
kem predikce struktury je urËenÌ pozic molekul v element·rnÌ
buÚce. Zde se ale u bÏûn˝ch organick˝ch l·tek nar·ûÌ na t¯i
z·sadnÌ problÈmy.

PrvnÌ problÈm se t˝k· v˝poËtu silov˝ch interakcÌ, kterÈ
drûÌ krystal pohromadÏ. Pro p¯edpovÏÔ krystalovÈ struktury
je nutnÈ mÌt k dispozici p¯esn˝ popis vöech silov˝ch p˘sobenÌ
mezi molekulami v krystalu a zejmÈna popis energetick˝ch
zmÏn, ke kter˝m p¯i tÏchto interakcÌch doch·zÌ. Optim·lnÌ by
byl popis kvantovÏ-mechanick˝mi metodami na ˙rovni ab
initio. »Ìm slaböÌ interakce chceme popsat, tÌm p¯esnÏjöÌ musÌ
b˝t v˝poËet, a tÌm vÌce efekt˘ do nÏho musÌme nutnÏ zahrnout

(nap¯. korelaËnÌ  energie13). KvantovÏ-mechanick˝  v˝poËet
slab˝ch interakcÌ je dÌky tomu mnohem n·roËnÏjöÌ neû bÏûnÏ
prov·dÏnÈ v˝poËty. V˝poËetnÌ n·roËnost roste exponenci·lnÏ
s poËtem elektron˘ zahrnut˝ch do zpracov·nÌ. P¯i nasazenÌ tÈ
nejv˝konnÏjöÌ techniky lze v souËasnÈ dobÏ rutinnÏ ¯eöit slabÈ
interakce v systÈmech o nÏkolika desÌtk·ch atom˘. Pro pot¯e-
by predikce je ale nutnÈ tento v˝poËet opakovat pro r˘zn·
uspo¯·danÌ celÈho komplexu molekul, ËÌmû se v˝poËetnÌ n·-
roËnost ne˙nosnÏ zvyöuje. Algoritmy pro p¯ÌmÈ vyhled·nÌ
lok·lnÌch minim, p¯ÌpadnÏ glob·lnÌho minima energetickÈ
hyperplochy jsou ve  stadiu  v˝zkumu  a uspokojivÈ  ¯eöenÌ
dosud nenÌ k dispozici. ProblÈm se d· Ë·steËnÏ ¯eöit pouûitÌm
empirick˝ch potenci·l˘, zaloûen˝ch na znaËnÈ aproximaci
popisu silov˝ch p˘sobenÌ. P¯Ìkladem je nap¯. klasick· Lennar-
dova-Jonesova funkce 6ñ12 (atraktivnÌ Ëlen obsahuje öestou
a repulznÌ Ëlen dvan·ctou mocninu vzd·lenosti) pro popis van
der Waalsov˝ch interakcÌ. Tvarov˝ pr˘bÏh funkcÌ tÏchto po-
tenci·l˘ je vÏtöinou odvozen z ˙vah podloûen˝ch kvantovÏ-
-mechanick˝mi v˝poËty. EmpirickÈ koeficienty urËujÌcÌ vlast-
nosti urËitÈho atomu jsou odvozenÈ z experimentu, zejmÈna
ze strukturnÌch dat jiû vy¯eöen˝ch krystalov˝ch struktur. Popis
interakcÌ pomocÌ empirick˝ch potenci·lov˝ch funkcÌ funguje
spolehlivÏ vÏtöinou pouze pro molekuly charakterem blÌzkÈ
tÏm, kterÈ byly pouûity pro kalibraci empirick˝ch konstant
danÈho potenci·lu.

Druh˝m z·sadnÌm problÈmem, spojen˝m s p¯edpovÏdÌ
krystalovÈ struktury je identifikace spr·vnÈho ¯eöenÌ. P¯ed-
povÏÔ krystalovÈ struktury probÌh· vÏtöinou podle n·sledu-
jÌcÌho schÈmatu: P¯i v˝poËtu je generov·na ¯ada moûn˝ch
element·rnÌch bunÏk v rozumnÈm rozmezÌ m¯Ìûkov˝ch para-
metr˘, pro zvolenÈ prostorovÈ  grupy je do takovÈ buÚky
umÌsùov·na molekula a je provedena minimalizace energiÌ
vazebn˝ch interakcÌ. Cel˝ postup se zkouöÌ pro velkÈ mnoûstvÌ
jak z·kladnÌch bunÏk, tak v˝chozÌch pozic molekuly. V p¯Ì-
padÏ flexibilnÌ molekuly m˘ûe b˝t dalöÌm parametrem, kter˝
je nutnÈ mÏnit, nap¯. torznÌ ˙hel tÈto molekuly. V˝sledkem
celÈho v˝poËtu je pak ¯ada potenci·lnÌch ¯eöenÌ, jejichû kvali-
ta se d· ohodnotit velikostÌ energie intermolekul·rnÌch sil
a v p¯ÌpadÏ flexibilnÌ molekuly i potenci·lnÌ energiÌ v˝slednÈ
konformace molekuly. ProblÈm je v tom, ûe funkce pro hod-
nocenÌ spr·vnÈho v˝sledku m· vÏtöinou velice ploch˝ pr˘bÏh;
rozdÌly v energiÌch jednotliv˝ch ¯eöenÌ jsou vÏtöinou menöÌ
neû 6 kJ.molñ1. NavÌc se do jejÌho pr˘bÏhu promÌtajÌ chyby
zp˘sobenÈ pouûitÌm empirick˝ch potenci·l˘ nebo kvantovÏ-
-mechanick˝ch v˝poËt˘ na nedostateËnÈ ˙rovni p¯esnosti.

T¯etÌ problÈm je asi v˘bec nejh˘¯e teoreticky ¯eöiteln˝. To,
jak· forma ve skuteËnosti p¯i krystalizaci vznikne, nenÌ d·no
pouze termodynamikou, ale i kinetikou krystalizaËnÌho proce-
su. Pro opravdu p¯esnou predikci vzniku urËitÈ formy by bylo
nutnÈ modelovat i kinetickÈ aspekty jejÌho vzniku, modelovat
nukleaËnÌ procesy p¯i krystalizaËnÌ teplotÏ a teprve aû na
z·kladÏ tÏchto informacÌ identifikovat, zda dan· f·ze opravdu
vykrystalizuje.

SouËasn˝ stav v oblasti moûnosti predikce krystalov˝ch
struktur ukazuje slep˝ test, kter˝ byl zorganizov·n v roce 1999
v r·mci workshopu v CambridgeskÈm krystalografickÈm da-
tovÈm centru (CCDC) (cit.14). Organizace pokusu byla n·sle-
dujÌcÌ: 11 r˘zn˝ch pracoviöù dostalo informace o konektivitÏ
Ëty¯ r˘zn˝ch slouËenin, jejichû krystalovÈ modifikace byly
zn·mÈ, ale dosud nepublikovanÈ. Vöechny slouËeniny byly
pomÏrnÏ malÈ rigidnÌ molekuly. SouË·stÌ zad·nÌ byla infor-

1
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mace, ûe l·tka krystaluje v nÏkterÈ z bÏûn˝ch prostorov˝ch
grup a ûe vöechny modifikace obsahujÌ pouze jednu molekulu
v asymetrickÈ Ë·sti buÚky. ⁄kolem bylo navrhnout pro kaûdou
l·tku maxim·lnÏ t¯i krystalovÈ struktury a se¯adit je podle
pravdÏpodobnosti existence. Z celkovÈho poËtu 105 p¯ed-
povÏdÌ (nÏkterÈ postupy nebyly pro dan˝ typ l·tky vhod-
nÈ) odpovÌdalo pouze 7 p¯edpovÏdÌ skuteËn˝m struktur·m.
Z tÏchto 7 p¯edpovÏdÌ bylo jen 5 oznaËeno jako nejvÌce prav-
dÏpodobnÈ. To znamen·, ûe predikce struktury mÏla ˙spÏönost
4,8 %. PozitivnÌ je, ûe pro kaûdou l·tku se poda¯ilo zÌskat
alespoÚ jednÌm postupem spr·vnou p¯edpovÏÔ. To, ûe do-
sud neexistuje univerz·lnÌ postup predikce, se projevilo takÈ
v tom, ûe spr·vn˝ v˝sledek byl pro kaûdou l·tku zÌsk·n jinou
pracovnÌ  skupinou s pouûitÌm zcela jinÈho programovÈho
vybavenÌ. Za zmÌnku stojÌ takÈ informace, ûe spr·vnou pre-
dikci krystalovÈ modifikace tÈ nejjednoduöÌ molekuly (propa-
nu), se poda¯ilo zjistit pouze s pomocÌ kvantovÏ-mechanic-
k˝ch v˝poËt˘ na ˙rovni ab initio.

VÏtöÌ öanci na ˙spÏch, jak p¯edpovÏdÏt krystalovou formu,
majÌ techniky zaloûenÈ na alespoÚ Ë·steËnÈ znalosti urËit˝ch
experiment·lnÌch strukturnÌch dat danÈ l·tky. PouûitÌ tÏchto
informacÌ zÌskan˝ch z RTG pr·ökovÈho difraktogramu (sou-
boru ˙hlov˝ch poloh a relativnÌch intenzit difrakcÌ zmÏ¯en˝ch
na pr·ökovÈm materi·lu) omezuje poËet moûn˝ch ¯eöenÌ zcela
z·sadnÏ.

4. RTG difrakËnÌ metody rozliöenÌ

V p¯edchozÌ kapitole bylo rozebr·no, proË predikËnÌ teo-
retickÈ procedury nevedou jednoznaËnÏ k cÌli. Nejd˘leûitÏjöÌ

metodou k rozliöenÌ polymorfnÌch a solvatomorfnÌch f·zÌ st·-
le z˘st·v· experiment·lnÌ metodika RTG difrakËnÌ anal˝zy.
V nÏkter˝ch p¯Ìpadech poskytne rozliöujÌcÌ informaci i optic-
k· mikroskopie, p¯Ìp. termomikroskopie, pokud studovanÈ
formy krystalujÌ v charakteristick˝ch a v˝raznÏ odliön˝ch
krystalov˝ch tvarech. DalöÌmi, doplÚkov˝mi metodami, jsou
NMR v pevnÈ f·zi, I» spektroskopie a studium tepelnÈho
rozkladu.

UrËitou formu krystalickÈ aktivnÌ substance lze jedno-
znaËnÏ charakterizovat RTG strukturnÌ anal˝zou provedenou
na monokrystalu. TÌm se urËÌ nejenom pozice vöech p¯Ìtom-
n˝ch atom˘, vËetnÏ p¯ÌpadnÈho solventu v element·rnÌ buÚce,
ale i p¯esn· stechiometrie substance, a to i v p¯ÌpadÏ parci·lnÌ
solvatace (hodnoty obsazovacÌch faktor˘ atom˘ molekuly sol-
ventu se korelujÌ s nejniûöÌ hodnotou R-faktoru, tj. rozdÌl mezi
experiment·lnÏ  nalezen˝m  a vypoËten˝m  modelem struk-
tury). Z vy¯eöenÈ monokrystalovÈ struktury lze vypoËÌst teo-
retick˝ RTG pr·ökov˝ difraktogram a porovnat jej s experi-
ment·lnÌm difraktogramem v˝robnÌ öarûe. V p¯ÌpadÏ shody
m· farmaceutick˝ v˝robce k dispozici jednoznaËnou identifi-
kaci krystalickÈ formy aktivnÌ substance, kterou produkuje,
a navÌc kontrolu reprodukovatelnosti öarûÌ (obr. 4). »asto je
vöak problÈm p¯Ìsluön˝ monokrystal vypÏstovat. Pak p¯ich·zÌ
na ¯adu ostatnÌ analytickÈ metody, ovöem je nutnÈ konstatovat,
ûe v nÏkter˝ch p¯Ìpadech je jimi velice obtÌûnÈ, nÏkdy i ne-
moûnÈ, jednotlivÈ formy rozliöit, nap¯. u tzv. konformaËnÌ
polymorfie2.

NejfrekventovanÏjöÌ analytickou technikou je RTG pr·ö-
kov· anal˝za proveden· na polykrystalickÈm materi·lu. Je
ovöem nutnÈ si uvÏdomit, ûe samotn˝ difraktogram nenÌ z·-
rukou charakterizace jednÈ f·ze. M˘ûe se jednat o polykrysta-

a c

d
b

Obr. 4. VypoËten˝ RTG-pr·ökov˝ difraktogram (a) z vy¯eöenÈ
molekulovÈ (c) a krystalovÈ (d) struktury n·melovÈho alkaloidu
dihydro-α-ergokryptinu mesyl·tu monohydr·tu nitromethan sol-
v·tu; experiment·lnÌ RTG-pr·ökov˝ difraktogram tÈûe l·tky (b)
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lickou smÏs, kde v˝sledn˝ difraktogram je superpozicÌ difrak-
togram˘ Ëist˝ch sloûek. Pro jednoznaËnou charakterizaci ur-
ËitÈ f·ze je nutnÈ provÈst nÏkter˝ z d·le popsan˝ch krok˘.

NejjednoduööÌm zp˘sobem, jak prok·zat existenci pouze
jednÈ f·ze, je indexace RTG pr·ökov˝ch dat, tj. p¯i¯azenÌ
difrakËnÌch index˘ vöem pozorovan˝m liniÌm na difrakto-
gramu a n·sledn˝ v˝poËet m¯Ìûkov˝ch parametr˘. Pro indexa-
ci byla vyvinuta ¯ada matematick˝ch postup˘; bÏûnÏ pouûÌ-
van˝mi indexaËnÌmi programy jsou nap¯. TREOR90 (cit.15),
ITO13 (cit.16) nebo DICVOL91 (cit.17). ProblÈmem indexace
nÏkdy m˘ûe b˝t nejednoznaËnost v˝sledku. D˘vodem je ztr·ta
nÏkter˝ch informacÌ dan˝ch geometriÌ RTG-pr·ökovÈho ex-
perimentu v kombinaci s velk˝m poËtem parametr˘, kterÈ
pot¯ebujeme urËit (aû 6 m¯Ìûkov˝ch parametr˘ u triklinickÈ
buÚky).

V˝sledky zÌskanÈ indexacÌ pr·ökovÈho difraktogramu m˘-
ûeme d·le potvrdit stanovenÌm kompletnÌ krystalovÈ struktury
z pr·ökov˝ch dat. TÌmto zp˘sobem se da¯Ì vy¯eöit krystalovou
strukturu vÏtöinou pouze v omezenÈm mnoûstvÌ p¯Ìpad˘. äan-
ce na ˙spÏch je podmÌnÏna malou flexibilitou molekuly uspo-
¯·d·vajÌcÌ se do krystalovÈ struktury a pokud moûno v˝skytem
pouze jednÈ molekuly v asymetrickÈ Ë·sti buÚky. NovÈ p¯Ì-
stupy, jako nap¯. pouûitÌ genetick˝ch algoritm˘18 pro pro-
hled·v·nÌ prostoru ¯eöenÌ nebo zahrnutÌ intermolekul·rnÌch
interakcÌ19 do v˝poËtu, d·vajÌ ¯eöenÌ struktur z pr·ökov˝ch dat
urËitÈ öance do budoucnosti.

Mezi pevnÈ formy aktivnÌch substancÌ jsou zahrnov·ny
takÈ  amorfnÌ  a semikrystalickÈ f·ze. Jejich difraktogramy
obsahujÌ buÔ öirok· difrakËnÌ maxima nebo jen nÏkolik vyvi-
nutÏjöÌch difrakËnÌch pÌk˘, Ëasto superponovan˝ch na zv˝öenÈ
pozadÌ. Predikce nebo modelov·nÌ struktury je zde obtÌûnÏjöÌ
a jeötÏ mÈnÏ jistÏjöÌ neû u krystalick˝ch f·zÌ. NicmÈnÏ i v tÏch-
to p¯Ìpadech nalÈz·me urËitou reprodukovatelnost difrakto-
gramu, i kdyû podstatnÏ horöÌ neû u dob¯e krystalick˝ch forem.
To proto, ûe hranice mezi  f·zÌ krystalickou  a amorfnÌ  je
neostr·, a to umoûÚuje vznik ¯ady p¯echodn˝ch ñ semikrysta-
lick˝ch f·zÌ.

5. Patentov·nÌ

NovÏ vyvinutÈ l·tky si etickÈ firmy obvykle chr·nÌ pomocÌ
patent˘. V z·vislosti na teritoriu je nov· aktivnÌ substance
chr·nÏna po urËitou dobu prakticky nezpochybnitelnou tzv.
l·tkovou ochranou. Spolu s tÌm je obvykle chr·nÏn i zp˘sob
v˝roby, kter˝ vöak jiû tak neot¯esiteln˝ nenÌ a ve vÏtöinÏ
p¯Ìpad˘ jej lze obejÌt, zjednoduöit nebo nalÈzt v˝hodnÏjöÌ
meziprodukty. Tak lze pro jednu aktivnÌ substanci poslÈze
nalÈzt celou ¯adu patent˘, obvykle poch·zejÌcÌch jiû od gene-
rick˝ch v˝robc˘ a popisujÌcÌch novÈ zp˘soby v˝roby.

V poslednÌ dobÏ je novÏ vyuûÌv·n patentov˝ trik, kter˝
spoËÌv· v dodateËnÈm objevenÌ novÈ krystalovÈ formy a jejÌm
patentovÈm chr·nÏnÌ. Vzhledem k tomu, ûe u lÈËiv je pro
urËitou lÈkovou formu nÏkdy v˝hodnÏjöÌ rychle rozpustn·
krystalov· forma a jindy naopak mÈnÏ rozpustn·, nÏkdy p¯i-
n·öejÌ v˝hodu vÏtöÌ a st·lejöÌ krystaly, jindy je naopak biodo-
stupnost lepöÌ u mikrokrystalick˝ch nebo amorfnÌch f·zÌ. Pro-
toûe jednotlivÈ formy se liöÌ st·lostÌ nebo obsahem zbytkov˝ch
rozpouötÏdel, je prakticky tÈmÏ¯ vûdy moûno nalÈzt alespoÚ
jakousi virtu·lnÌ v˝hodu novÈ krystalovÈ formy, kter· paten-
tov·nÌ umoûnÌ. TÌm vznik· prostor pro syntÈzu dosud nepo-

psan˝ch a patentovÏ nechr·nÏn˝ch forem aktivnÌch substancÌ
a jejich farmaceutickou formulaci generick˝mi firmami. KlÌ-
Ëov˝m d˘sledkem tohoto postupu je moûnost prodlouûenÌ
patentovÈ ochrany nap¯. i u l·tek, u nichû jiû pominula l·tkov·
ochrana, a staly se tak generick˝mi substancemi. Typick˝m
p¯Ìkladem tohoto postupu je nap¯. ochrana krystalov˝ch forem
paclitaxelu (TaxoluÆ) (cit.20,21).

Vzhledem k tomu, ûe pro patentov·nÌ krystalov˝ch forem
aktivnÌch substancÌ nejsou stanovena prakticky û·dn· pravid-
la, hlavnÌ pohnutky pro jejich patentov·nÌ nejsou obvykle
odbornÈ, ale ryze ekonomickÈ. Nap¯. trh potenci·lnÌch uûiva-
tel˘ skupiny statin˘, p¯eveden˝ na celkovou cenu, je odhado-
v·n na celÈm svÏtÏ asi na 6 miliard USD, a proto se ¯ada
farmaceutick˝ch producent˘ snaûÌ zÌskat co nejvÏtöÌ podÌl. Ja-
ko jednoznaËn· charakteristika krystalovÈ formy b˝vajÌ v pa-
tentech zpravidla uv·dÏna RTG pr·ökov· data. Spornost cha-
rakterizace f·ze pouze tÌmto zp˘sobem, bez doplÚujÌcÌch ˙da-
j˘, byla rozebr·na v kapitole 4. KromÏ toho, ûe neoindexovan˝
pr·ökov˝ difraktogram nenÌ z·rukou existence pouze jednÈ
f·ze ve vzorku, nenÌ tÌmto zp˘sobem moûnÈ ani rozliöit izo-
strukturnÌ ¯ady solv·t˘. Tyto nejasnosti pak mohou b˝t z·kla-
dem vlekl˝ch pr·vnÌch spor˘, kdy pr·vnÌci p˘vodc˘ vyuûÌvajÌ
nejednoznaËnosti patentovÈ charakterizace pro to, aby do pat-
ent˘ zahrnuli i jak·koliv moûn· sloûenÌ krystal˘, kter· by snad
v budoucnu bylo moûnÈ oËek·vat.

6. Z·vÏr

Existence polymorfie a solvatomorfie aktivnÌch substancÌ
je problÈmem, ale i v˝chodiskem souËasnÈho farmaceutic-
kÈho pr˘myslu. ProblÈmem ve smyslu nestejn˝ch fyzik·lnÌch
a biologick˝ch vlastnostÌ jednotliv˝ch polymorf˘ a solvato-
morf˘ a nadÏjn˝m v˝chodiskem ve smyslu öance pro gene-
rickÈ v˝robce, jak obejÌt patenty etick˝ch firem. JednoznaËn·
p¯edpovÏÔ poËtu r˘zn˝ch pevn˝ch forem urËitÈ aktivnÌ mo-
lekuly dosud neexistuje, aËkoliv jsou velmi intenzivnÏ vyvÌ-
jeny r˘znÈ teoretickÈ postupy kombinovanÈ s experiment·l-
nÌmi daty. St·le jsou proto zdokonalov·ny analytickÈ me-
tody rozliöenÌ a stanovenÌ polymorf˘ a solvatomorf˘, z nichû
nejd˘leûitÏjöÌ jsou RTG difrakËnÌ anal˝zy (monokrystalov·
a pr·ökov·) a d·le NMR v pevnÈ f·zi, I» spektroskopie a stu-
dium tepelnÈho rozkladu.

Tato pr·ce byla podpo¯ena Ministerstvem ökolstvÌ, ml·de-
ûe a tÏlov˝chovy (v˝zkumn˝ z·mÏr Ë. CEZ: MSM 223100002).
Auto¯i vyjad¯ujÌ dÌk Ing. H. Pet¯ÌËkovÈ za poskytnutÌ obr·zku
Ë. 4.
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B. KratochvÌla, M. Huö·ka, and A. Jegorovb (aDepart-
ment of Solid State Chemistry, Institute of Chemical Technolo-
gy, Prague, bIVAX CR, Research Unit, »eskÈ BudÏjovice):
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. ⁄vod

IntenzivnÌ rozvoj pr˘myslovÈ v˝roby, dopravy i sluûeb
spolu s rozs·hlou chemizacÌ ¯ady oblastÌ zemÏdÏlskÈ v˝roby,
ke kter˝m doölo zejmÈna ve druhÈ polovinÏ minulÈho stoletÌ,
byl bohuûel doprov·zen i nÏkter˝mi negativnÌmi aspekty.
JednÌm z nejz·vaûnÏjöÌch byl vzr˘stajÌcÌ rozsah emisÌ öirokÈho
spektra chemick˝ch ökodlivin prakticky do vöech sloûek ûi-
votnÌho prost¯edÌ vËetnÏ potravnÌho ¯etÏzce ËlovÏka. Pot¯eba
zÌskat podklady pro proces identifikace a charakterizace (eko)-
toxikologick˝ch rizik; nutnost pr˘bÏûnÈho sledov·nÌ dopad˘
p¯ijat˝ch preventivnÌch Ëi n·pravn˝ch opat¯enÌ i vzr˘stajÌcÌ
rozsah legislativnÌch poûadavk˘ na kontrolu dodrûov·nÌ no-
rem  v oblasti chemickÈ bezpeËnosti se z·konitÏ  promÌtly
v intenzifikaci v˝zkumu zamÏ¯enÈho na v˝voj progresivnÌch
spektr·lnÌch, chromatografick˝ch a dalöÌch analytick˝ch me-
tod urËen˝ch pro sledov·nÌ reziduÌ anorganick˝ch i organic-
k˝ch kontaminant˘ v r˘zn˝ch typech environment·lnÌch mat-
ric  a  poûivatin. PozoruhodnÈ  pokroky  dosaûenÈ  v  oblasti
stopovÈ anal˝zy ˙zce souvisely s expanzivnÌm zav·dÏnÌm
poËÌtaËi ¯ÌzenÈ instrumentace vyuûÌvajÌcÌ v öirokÈ mÌ¯e prvk˘
automatizace a robotizace.

⁄stav chemie a anal˝zy potravin VäCHT se problemati-

kou sledov·nÌ chemick˝ch ökodlivin v prost¯edÌ ËlovÏka (ve-
dle xenobiotik jde v ¯adÏ p¯Ìpad˘ i o toxiny p¯ÌrodnÌho p˘vodu)
zab˝v· jiû vÌce neû t¯i desÌtky let. V souËasnÈ dobÏ se praco-
viötÏ podÌlÌ na nÏkolika tuzemsk˝ch i mezin·rodnÌch projek-
tech zamÏ¯en˝ch na zav·dÏnÌ, optimalizaci a validaci (ul-
tra)stopov˝ch chromatografick˝ch metod pro anal˝zy tÏka-
v˝ch organick˝ch kontaminant˘.

CÌlem d·le uvedenÈho pojedn·nÌ je s vyuûitÌm nejnovÏj-
öÌch poznatk˘ a praktick˝ch zkuöenostÌ zÌskan˝ch p¯i vyöe-
t¯ov·nÌ vzork˘ poûivatin a environment·lnÌch biotick˝ch mat-
ric ilustrovat st·vajÌcÌ trendy v oblasti rezidu·lnÌ anal˝zy se
zvl·ötnÌm d˘razem na aplikaci perspektivnÌch instrument·l-
nÌch technik. Pozornost je zamÏ¯ena p¯edevöÌm na kritickÈ
aspekty termin·lnÌho analytickÈho kroku (identifikace a kvan-
tifikace analyt˘), kterÈ je nutnÈ zohlednit p¯i zajiötÏnÌ kvality
generovan˝ch dat. Metody izolace reziduÌ a purifikace prim·r-
nÌch extrakt˘ (oddÏlenÌ cÌlov˝ch analyt˘ od ko-izolovan˝ch
sloûek v˝chozÌ matrice) byly p¯edmÏtem p¯edchozÌ publikace
v tomto Ëasopise1. Je t¯eba zd˘raznit, ûe tato pr·ce si neklade
za cÌl p¯inÈst souhrnn˝ p¯ehled pouûÌvan˝ch progresivnÌch
technik a st·vajÌcÌch trend˘ v oblasti rezidu·lnÌ anal˝zy, refe-
rov·ny  jsou zde p˘vodnÌ pr·ce  autorskÈho pracoviötÏ, ve
kter˝ch lze nalÈzt souvisejÌcÌ odkazy.

2. Multirezidu·lnÌ metody, z·kladnÌ poûadavky
na pracovnÌ charakteristiky

Poûadavky na zv˝öenÌ laboratornÌch kapacit p¯i souËasnÈ
minimalizaci n·klad˘ ¯eöÌ mnohÈ kontrolnÌ laborato¯e postup-
n˝m zav·dÏnÌm tzv. multirezidu·lnÌch metod, kterÈ umoûÚujÌ
v r˘zn˝ch matricÌch v r·mci jedinÈ anal˝zy2 stanovit velk˝
poËet analyt˘ vyznaËujÌcÌch  se nÏkdy  i pomÏrnÏ öirok˝m
spektrem fyzik·lnÏ-chemick˝ch vlastnostÌ. V tabulce I je uve-
den v˝Ëet nejv˝znamnÏjöÌch kritÈriÌ3 jak z oblasti provoznÌch
poûadavk˘, tak i pokud jde o pracovnÌ charakteristiky, z je-
jichû specifikace se p¯i volbÏ vhodnÈho analytickÈho postupu
vych·zÌ.

Je samoz¯ejmÈ, ûe v re·ln˝ch podmÌnk·ch je nutnÈ hledat
optim·lnÌ kompromis vych·zejÌcÌ ze zhodnocenÌ konkrÈtnÌho
cÌle uvaûovanÈho analytickÈho vyöet¯enÌ a podmÌnek dostup-
n˝ch pro jeho realizaci. P¯Ìklady konkrÈtnÌch poûadavk˘4ñ6 na
z·kladnÌ pracovnÌ charakteristiky metod aplikovan˝ch v ob-
lasti stopovÈ anal˝zy pro legislativnÌ ˙Ëely jsou shrnuty v ta-
bulce II.

3. Plynov· chromatografie (GC)

Plynov· chromatografie p¯edstavuje bezesporu jednu z nej-
v˝znamnÏjöÌch technik vyuûÌvan˝ch v anal˝ze reziduÌ orga-
nick˝ch kontaminant˘7. Moûnost zlepöenÌ pracovnÌch charak-
teristik multirezidu·lnÌch metod v naöich studiÌch hled·me jak
na ˙rovni vhodnÈho v˝bÏru n·st¯ikovÈ techniky, tak i prost¯ed-
nictvÌm optimalizace vlastnÌho chromatografickÈho procesu
a v neposlednÌ ¯adÏ volbou vhodn˝ch podmÌnek detekce.
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Tabulka I
KritÈria zohledÚovan· p¯i v˝bÏru analytickÈho postupu v rezidu·lnÌ anal˝ze

Parametry podmiÚujÌcÌ kvalitu v˝sledk˘ Aspekty vztahujÌcÌ se k ekonomick˝m parametr˘m

Limit detekce, limit kvantifikace N·klady na za¯ÌzenÌ, chemik·lie a pom˘cky, cena lidskÈ pr·ce
P¯esnost: spr·vnost a shodnosta DÈlka anal˝zy, pr˘saznost vzork˘
Citlivost N·klady na zajiötÏnÌ kontroly jakosti vËetnÏ externÌ (mezilaboratornÌ porovn·nÌ)
Selektivita a specificita Poûadavky na prostor a energie, cena ˙drûby
Dynamick˝ a line·rnÌ rozsah N·klady na bezpeËnostnÌ opat¯enÌ
Robustnost Pracnost, resp. snadnost provedenÌ, moûnosti automatizace, p¯Ìp. robotizace

a Uveden· terminologie (p¯eklad anglickÈ definice accuracy = trueness + precision) vych·zÌ z normy »SN ISO 3534-1)

Tabulka II
Poûadavky na hodnoty v˝tÏûnosti analytick˝ch metod vyuûÌ-
van˝ch p¯i stanovenÌ reziduÌ pesticid˘ (c ñ koncentraËnÌ hladi-
ny analyt˘, RSD ñ opakovatelnost jako relativnÌ smÏrodatn·
odchylka)

c RSD V˝tÏûnost [%]

[µg.kgñ1] [%] metody pro jeden multirezidu·lnÌ
Ëi skupinu metody

p¯Ìbuzn˝ch analyt˘

≤1 35 50ñ120 40ñ120
1ñ10 30 70ñ110 50ñ120
>10 <20 80ñ110 60ñ110

3 . 1 . M a t r i Ë n Ì e f e k t y v G C

Extrakty komplexnÌch matric, jako jsou potraviny a r˘znÈ
biotickÈ vzorky rostlinnÈho Ëi ûivoËiönÈho p˘vodu, bÏûnÏ
obsahujÌ vedle cÌlov˝ch analyt˘ i ¯adu tÏkav˝ch a netÏkav˝ch
komponent (lipidy a doprovodnÈ l·tky, p¯irozenÈ pigmenty,
prysky¯ice apod.), z nichû nÏkterÈ nenÌ moûnÈ pomocÌ bÏûnÏ
pouûÌvan˝ch ËisticÌch krok˘ zcela odstranit. DlouhodobÈ vn·-
öenÌ, resp. opakovan˝ n·st¯ik tÏchto koextrakt˘ do chromato-
grafickÈho systÈmu pak postupnÏ vede ke zhoröov·nÌ procesu
separace, identifikace i kvantifikace analyt˘. NegativnÌ vliv na
kvalitu v˝sledk˘ se projevuje mimo jinÈ poklesem jejich p¯es-
nosti, zvyöov·nÌm hodnot detekËnÌch limit˘. Vr˘st· i riziko
faleönÏ negativnÌch i faleönÏ pozitivnÌch n·lez˘.

3.1.1. MatriËnÌ efekty v GC injektoru

Z·vaûn˝m problÈmem p¯i kvantifikaci nÏkter˝ch konta-
minant˘  (p¯edevöÌm tÏch, kterÈ obsahujÌ ve svÈ molekule
pol·rnÌ skupiny), je jejich potenci·lnÌ termodegradace, p¯Ìpad-
nÏ adsorpce, ke kter˝m m˘ûe doch·zet v n·st¯ikovÈm prostoru
Ñhork˝chì (izotermnÌch) vypa¯ovacÌch injektor˘. Tato rizika
jsou zvl·ötÏ v˝znamn· v p¯ÌpadÏ n·st¯iku bez dÏlenÌ toku
nosnÈho plynu (tzv. Ñsplitlessì), kter˝ m˘ûe trvat i desÌtky
sekund. K uveden˝m jev˘m doch·zÌ zejmÈna na aktivnÌch
centrech reprezentovan˝ch silanolov˝mi skupinami, p¯Ìp. sto-
pami tÏûk˝ch kov˘, jeû jsou tÈmÏ¯ vûdy p¯Ìtomny ve stÏn·ch
sklenÏnÈ n·st¯ikovÈ vloûky (lineru).

P¯i anal˝ze re·ln˝ch vzork˘, tj. extrakt˘ obsahujÌcÌch ved-
le analyt˘ tÈû sloûky v˝chozÌ matrice, mohou tyto komponenty
interagovat se zmÌnÏn˝mi aktivnÌmi centry a v z·vislosti na
vz·jemn˝ch koncentraËnÌch pomÏrech je Ë·steËnÏ Ëi zcela
zamaskovat. V˝sledkem je pak ochrana citliv˝ch analyt˘ p¯ed
degradacÌ Ëi adsorpcÌ po dobu jejich setrv·nÌ v prostoru injek-
toru8. Oproti n·st¯iku analytu (standardu) v ËistÈm rozpou-
ötÏdle tak v p¯Ìtomnosti matrice doch·zÌ ke vnesenÌ vÏtöÌho
mnoûstvÌ danÈho analytu na chromatografickou kolonu, coû
se pochopitelnÏ projevÌ vyööÌm sign·lem detektoru (v angliË-
tinÏ se tento typ matriËnÌch efekt˘ oznaËuje jako matrix-indu-
ced response enhancement).

Chromatografick˝ z·znam zÌskan˝ v r·mci v˝voje meto-
dy pro stanovenÌ nitro-deriv·t˘ polycyklick˝ch aromatick˝ch
uhlovodÌk˘ (PAU) uveden˝ na obr·zku 1 n·zornÏ ilustruje
popsan˝ jev (p¯i stanovenÌ mate¯sk˝ch PAU se s tÌmto typem
matriËnÌch efekt˘ nesetk·me, neboù interakce tÏchto nepol·r-
nÌch molekul s aktivnÌmi centry nenÌ v˝znamn·)9. Z praktic-
kÈho hlediska tak p¯i kvantifikaci zaloûenÈ na externÌ kalibraci
standardem v ËistÈm rozpouötÏdle m˘ûe dojÌt k Ëasto velmi
v˝znamnÈmu nadhodnocenÌ v˝sledk˘ (zd·nlivÈ hodnoty v˝-
tÏûnosti, zejmÈna v p¯ÌpadÏ velmi nÌzk˝ch hladin analyt˘
nÏkdy dosahujÌ i 1000 %). N·zornÏ jsou jevy, ke kter˝m
doch·zÌ v injektorovÈ vloûce, zobrazeny na obr·zku 2. ObecnÏ
je velikost matriËnÌch efekt˘ tohoto typu koncentraËnÏ z·visl·
a v p¯ÌpadÏ relativnÏ vysok˝ch koncentracÌ analytu se nadhod-
nocenÌ n·lez˘ analyt˘ z¯etelnÏ neprojevÌ. V re·ln˝ch podmÌn-
k·ch vöak poËet aktivnÌch mÌst nenÌ konstantnÌ. V pr˘bÏhu
anal˝z m˘ûe doch·zet k jejich n·r˘stu v d˘sledku tepelnÈho
nam·h·nÌ n·st¯ikovÈ vloûky, resp. depozit˘ zde p¯Ìtomn˝ch,

Obr. 1. MatriËnÌ efekt p¯i stanovenÌ nitro-PAU technikou GC-MS-
-ECNI, m/z 173; MS ñ matriËnÌ standard, S ñ standard v ËistÈm
rozpouötÏdle (n·st¯ik 1 pg analytu ñ nitronaftalenu, nNap)
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souËasnÏ vöak m˘ûe probÌhat i jejich deaktivace. Hodnota
matriËnÌch efekt˘ je tedy v Ëase promÏnn·, v r·mci validace
metody je nezbytnÈ p¯ÌsluönÈ trendy dlouhodobÏ sledovat.

V uvedenÈm kontextu se jistÏ jako velmi aktu·lnÌ jevÌ
ot·zka moûnosti kompenzace, p¯ÌpadnÏ eliminace matriËnÌch
efekt˘. Teoreticky se zd· b˝t nejjednoduööÌ moûnostÌ pouûitÌ
inertnÌch materi·l˘, jejichû povrchy jsou prostÈ aktivnÌch cen-
ter, nicmÈnÏ  û·dnÈ  z bÏûnÏ  dostupn˝ch  komponent tento
poûadavek zcela nesplÚujÌ. Pro re·lnÈ podmÌnky se sice nabÌzÌ
nÏkolik ¯eöenÌ, û·dnÈ z nich vöak nenÌ zcela ide·lnÌ a vyhovu-
jÌcÌ pot¯eb·m multirezidu·lnÌch metod. AtraktivnÌ, i kdyû ek-
onomicky znaËnÏ n·roËnou variantou, je bezesporu vyuûitÌ
izotopy znaËen˝ch analog˘; tyto vöak nejsou pro ¯adu kon-
taminant˘ (nap¯. modernÌ pesticidy) k dispozici. Z hlediska
dosaûenÌ spr·vn˝ch v˝sledk˘ je korektnÏjöÌm ¯eöenÌm kalib-
race pomocÌ matriËnÌch standard˘. Jejich p¯Ìprava, zejmÈna
p¯i poûadavku na vyöet¯ov·nÌ öirokÈho spektra kombinacÌ
matriceñanalyt, p¯edstavuje znaËnou Ëasovou i kapacitnÌ z·-
tÏû; navÌc ne vûdy je k dispozici matrice prost· stop cÌlov˝ch
analyt˘.

3.1.2. Optimalizace n·st¯ikovÈ techniky v GC

Jak vyplynulo z p¯edchozÌch ˙vah, dÏje probÌhajÌcÌ v pr˘-
bÏhu Ñsplitlessì n·st¯ikovÈ periody mohou z·sadnÌm zp˘so-
bem ovlivnit p¯esnost v˝sledk˘ i hodnoty dosaûiteln˝ch de-
tekËnÌch limit˘. Z uveden˝ch d˘vod˘ jsme sÈrii studiÌ zamÏ¯ili
na zÌsk·nÌ podklad˘ pro kritickÈ zhodnocenÌ aplikaËnÌho po-
tenci·lu r˘zn˝ch typ˘ n·st¯ikov˝ch technik v oblasti rezidu·l-
nÌ anal˝zy pesticid˘. JednÌm z cÌl˘ bylo posoudit moûnost
realizace kalibrace pouze pomocÌ standard˘ v ËistÈm rozpou-
ötÏdle, a odstranit tak (n·roËnou) p¯Ìpravu matriËnÌch stan-
dard˘.

V prvÈ sadÏ experiment˘ jsme dos·hli Ë·steËnÈ, nÏkdy aû
˙plnÈ eliminace matriËnÌch efekt˘ pomocÌ elektronicky ¯Ìze-
nÈho  tlakovÈho pulzu aplikovanÈho v  pr˘bÏhu  n·st¯ikovÈ
periody10. S p¯ihlÈdnutÌm k charakteru vzorku i typu instru-
mentu, resp. geometrii injektoru, je nutnÈ nalÈzt jak hornÌ
hranici tlaku v n·st¯ikovÈm prostoru, tak i dÈlku jeho trv·nÌ
tak, aby nedoch·zelo ke ztr·tÏ tÏkavÏjöÌch analyt˘. Zv˝raznÏnÌ
kompenzaËnÌho efektu pulznÌho n·st¯iku lze docÌlit zv˝öenÌm
objemu nast¯ikovanÈho vzorku (za bÏûn˝ch podmÌnek aû na
cca 5 µl); v takovÈm p¯ÌpadÏ je vöak nutnÈ zabr·nit deformaci
pÌk˘ a posunu jejich retenËnÌch Ëas˘ p¯ed¯azenÌm kratöÌ deak-
tivovanÈ kapil·ry p¯ed vlastnÌ analytickou kolonu (tzv. reten-
tion gap).

V navazujÌcÌch experimentech jsme vyuûili injektor s pro-
gramovatelnou teplotou vypa¯ov·nÌ (programmable tempera-
ture vaporizer, PTV), kter˝ obecnÏ umoûÚuje podstatnÏ öetr-
nÏjöÌ n·st¯ik labilnÌch analyt˘ Ëi analyt˘ n·chyln˝ch k sorpci
na aktivnÌch mÌstech n·st¯ikovÈ vloûky. Vzorek je totiû zave-
den do injektoru udrûovanÈho v blÌzkosti nebo pod bodem
varu p¯ÌsluönÈho rozpouötÏdla. Po odstranÏnÌ par rozpouötÏdla
je zajiötÏn transfer analyt˘ na separaËnÌ kolonu bleskov˝m
vyh¯·tÌm injektorovÈho prostoru. Na kolonÏ udrûovanÈ p¯i
vhodnÈ nÌzkÈ teplotÏ dojde k refokusaci zÛny analyt˘. Pro
anal˝zy extrakt˘ s obsahem reziduÌ pesticid˘ byla optimalizo-
v·na11 n·st¯ikov· technika Ñsolvent-ventì, umoûÚujÌcÌ postup-
n˝ n·st¯ik aû 30 µl vzorku. DÌky tÈto skuteËnosti, tj. moûnosti
zavedenÌ velkÈho objemu vzorku do injektorovÈho prostoru,
nenÌ nutnÈ zahuöùov·nÌ vzorku p¯ed GC anal˝zou, p¯iËemû
vypuötÏnÌ odpa¯ovacÌho kroku m· za n·sledek zkr·cenÌ p¯Ì-
pravnÈ f·ze p¯i souËasnÈ eliminaci rizika ztr·t tÏkav˝ch ana-
lyt˘. P¯i porovn·nÌ s ostatnÌmi technikami, n·st¯ik pomocÌ
PTV v nejvÏtöÌ mÌ¯e kompenzoval matriËnÌ efekty a z·roveÚ
poskytoval nejlepöÌ ochranu vstupnÌ Ë·sti separaËnÌ kolony
p¯ed depozicÌ netÏkav˝ch matriËnÌch komponent12. PomocÌ
PTV jsme p¯i zachov·nÌ poûadovanÈ kvality dat realizovali
vÌce neû 135 n·st¯ik˘ matriËnÌch vzork˘, zatÌmco p¯i pulznÌm
Ñsplitlessì n·st¯iku poloviËnÌho ekvivalentu p˘vodnÌ matrice
nebylo moûnÈ jiû po cca 85 anal˝z·ch nÏkterÈ pol·rnÌ analyty
kvantifikovat.

3 . 2 . R y c h l · G C

Rychl· plynov· chromatografie, kterÈ jsme v r·mci naöich
studiÌ vÏnovali ¯adu experiment˘, reprezentuje bezesporu je-
den z progresivnÌch trend˘ v oblasti rezidu·lnÌ anal˝zy. Pojem
rychl·  chromatografie  je  ovöem ponÏkud obtÌûnÈ exaktnÏ
vymezit, nicmÈnÏ obecnÏ lze takto klasifikovat separace slo-
ûit˝ch smÏsÌ realizovanÈ bÏhem nÏkolika minut (öÌ¯ky pÌ-
ku v poloviËce v˝öky se pak pohybujÌ v rozmezÌ nÏkolika

Obr. 2. Ilustrace podstaty injektorov˝ch matriËnÌch efekt˘ p¯i GC
anal˝ze  vyuûÌvajÌcÌ  n·st¯ikovÈ techniky Ñsplitlessì; A ñ  poËet
molekul analytu v nast¯ÌknutÈm vzorku, X, Y ñ poËet Ñvoln˝chì
aktivnÌch center v n·st¯ikovÈm prostoru pro sorpci analytu, l mole-
kuly analytu nast¯ÌknutÈ do injektoru a podÌl vnesen˝ na kolonu;
¡ molekuly analytu sorbovanÈ na stÏnÏ n·st¯ikovÈ vloûky, t mo-
lekuly matrice nat¯ÌknutÈ do injektoru a podÌl vnesen˝ na kolonu,
P molekuly matrice adsorbovanÈ na stÏnÏ n·st¯ikovÈ vloûky, (AñX) <
(AñY)
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sekund), pops·ny byly i anal˝zy, jejichû dÈlka se pohybovala
na ˙rovni sekund (tzv. ultrarychl· chromatografie).

Aktu·lnost pot¯eby zavedenÌ rychlÈ plynovÈ chromatogra-
fie do oblasti anal˝zy komplexnÌch smÏsÌ organick˝ch tÏka-
v˝ch kontaminant˘ vypl˝v· tÈû ze skuteËnosti, ûe klasickÈ
separace sloûek extrakt˘ typicky realizovanÈ na kapil·rnÌch
kolon·ch o dÈlce 25 aû 60 m, s vnit¯nÌm pr˘mÏrem 0,15ñ0,32,
p¯Ìp. 0,53 mm trvajÌ Ëasto desÌtky minut, nez¯Ìdka p¯esahujÌ
i jednu hodinu. P¯i v˝bÏru strategie v˝raznÈho zkr·cenÌ doby
anal˝zy jsme vych·zeli z n·sledujÌcÌch moûnostÌ: varianta A.
ñ zmÏnÏnÈ Ëi netradiËnÌ parametry separaËnÌ kolony i) men-
öÌ vnit¯nÌ pr˘mÏr (tzv.Ñmicro boreì kolony), ii) kratöÌ dÈl-
ka, iii) tenËÌ film stacion·rnÌ f·ze, iv) multikapil·rnÌ kolony,
v) öroubovitÏ stoËenÈ kolony; v ˙vahu byla vzata tÈû varian-
ta B. ñ ˙prava operaËnÌch podmÌnek p¯i separaci, konkrÈtnÏ
i) pouûitÌ rychlÈho teplotnÌho programov·nÌ, ii) pr·ce p¯i kon-
stantnÌ teplotÏ (izotermnÌ anal˝za), iii) pouûitÌ vodÌku jako
nosnÈho plynu, iv) zv˝öenÌ pr˘toku nosnÈho plynu na hodnoty
vyööÌ neû optim·lnÌ, v) provozov·nÌ kolony za snÌûenÈho tlaku
(jejÌ v˝stup je zaveden do Ñvakuaì).

Je ovöem nutnÈ p¯ipomenout, ûe volba experiment·lnÌch
podmÌnek zahrnuje nevyhnutelnÏ ¯adu kompromis˘. Vedle
dosaûenÌ v˝raznÈho zrychlenÌ stanovenÌ je nutnÈ zohlednit
poûadavky na dostateËnou kapacitu chromatografickÈ kolony,
kter·, mimo jinÈ, podmiÚuje citlivost i hodnotu detekËnÌho
limitu; v neposlednÌ ¯adÏ je nutnÈ zachovat dostateËnou sepa-
raËnÌ ˙Ëinnost. Ta totiû z·sadnÌm zp˘sobem podmiÚuje neje-
nom spr·vnost (p¯esnost i shodnost) v˝sledk˘ anal˝z, ale
promÌt· se tÈû v hodnot·ch dosaûiteln˝ch mezÌ detekce (uplat-
Úuje se vliv ÑchemickÈhoì öumu).

Z praktickÈho pohledu ovöem nejsou vöechny uvedenÈ va-
rianty plnÏ kompatibilnÌ s poûadavky stopovÈ anal˝zy a v nÏ-
kter˝ch p¯Ìpadech je nelze realizovat pomocÌ konvenËnÌch GC
systÈm˘. S p¯ihlÈdnutÌm k omezenÈmu rozsahu tÈto pr·ce je
dalöÌ diskuse zamÏ¯ena jen na nejv˝znamnÏjöÌ aspekty.

Ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘ je rychl· GC realizov·na na kr·tk˝ch
kolon·ch, jejichû dÈlka nep¯esahuje 10 m; v p¯ÌpadÏ ultra-
rychlÈ separace se dokonce pracuje s kolonami s dÈlkou max.
1 m. Zkr·cenÌ dÈlky kolony vede z·konitÏ k poklesu hodnoty
rozliöenÌ a vznik· riziko koelucÌ analyt˘. PouûitÌ hmotnostnÏ-
-spektrometrickÈho detektoru (MSD) p¯edstavuje ve vÏtöinÏ
p¯Ìpad˘ vhodnÈ, ne vöak univerz·lnÌ ¯eöenÌ. Oproti konvenË-
nÌm, v oblasti anal˝zy kontaminant˘ hojnÏ vyuûÌvan˝m detek-
tor˘m (µ-ECD, NPD Ëi FPD) s vysokou rychlostÌ akvizice dat,
se p¯i pouûitÌ MSD s kvadrupolov˝m analyz·torem Ëi ionto-
vou pastÌ m˘ûe st·t limitujÌcÌm faktorem dosaûiteln· skanova-
cÌ rychlost (tato se u uveden˝ch bÏûn˝ch typ˘ MSD pohybuje
v rozmezÌ 10ñ20 spekter.sñ1) Potenci·l techniky selektivnÌ
akvizice spektr·lnÌch dat, tzv. monitorizace vybran˝ch ionto-
v˝ch druh˘ (selected ion monitoring, SIM), umoûÚujÌcÌ u kva-
drupolov˝ch MSD v˝znamnÈ snÌûenÌ detekËnÌch limit˘, nelze
za podmÌnek rychlÈ chromatografie plnÏ vyuûÌt.

Dosud v praxi nejËastÏji pouûÌvan· varianta rychlÈ plyno-
vÈ chromatografie realizovan· pomocÌ kolon s mal˝m vnit¯nÌm
pr˘mÏrem se v oblasti rezidu·lnÌ anal˝zy p¯Ìliö neuplatnila
z d˘vod˘ limitovanÈ dostupnosti vhodnÈ n·st¯ikovÈ techniky.
Obecn˝m poûadavkem za dan˝ch podmÌnek je pochopitelnÏ
rychlÈ vnesenÌ vzorku na kolony v co nejuûöÌ zÛnÏ. Aplikace
Ñsplitlessì n·st¯iku ñ ve stopovÈ anal˝ze jednÈ z nejbÏûnÏjöÌch
technik, zaloûenÈ na refokusaci analyt˘ ve vstupnÌ Ë·sti GC
kolony, nenÌ prakticky provediteln·. Dlouh· kondenzaËnÌ zÛ-

na je p¯ÌËinou diskriminaËnÌch jev˘ a nep¯ijatelnÈ deformace
pÌk˘.

Jako nejzajÌmavÏjöÌ varianty rychlÈ plynovÈ chromatogra-
fie byly pro naöe aplikace poslÈze vyhodnoceny: i) rychlÈ
programov·nÌ teploty a ii) separace za snÌûenÈho tlaku; v obou
p¯Ìpadech byly anal˝zy provozovanÈ na relativnÏ kr·tk˝ch
kolon·ch.

Obr·zek 3 ilustruje pracovnÌ charakteristiky Ëty¯minutovÈ
GC anal˝zy extraktu pöenice kontaminovanÈho rezidui or-
ganofosforov˝ch  insekticid˘ (detekce pomocÌ plameno-fo-
tometrickÈho detektoru, FPD)13. K rychlÈmu oh¯evu (v nÏ-
kter˝ch ˙secÌch dosahovala rychlost teplotnÌho gradientu aû
360 ∞C.minñ1) separaËnÌ kolony dlouhÈ 5 m byl vyuûit odporo-
v˝ oh¯ev (elektronicky ¯Ìzen˝ odporov˝ oh¯ev vodivÈho ma-
teri·lu obklopujÌcÌho povrch kolony byl realizov·n pomocÌ
externÏ p¯ipojenÈho systÈmu ÑEZ flashì ñ Thermedics Detec-
tion, USA, umÌstÏnÈho mimo vlastnÌ plynov˝ chromatograf
HP 6890).

P¯i srovn·nÌ s konvenËnÌ anal˝zou realizovanou na kapi-
l·¯e dlouhÈ 60 m (ostatnÌ parametry pouûit˝ch kolon, tj. vnit¯nÌ
pr˘mÏr a stacion·rnÌ f·ze, byly prakticky identickÈ) trvajÌcÌ
vÌce neû 40 min, je z¯ejm˝ dramatick˝ rozdÌl v hodnot·ch
detekËnÌch limit˘. Za podmÌnek rychlÈ plynovÈ chromatogra-
fie je totiû dÌky podstatnÏ uûöÌm pÌk˘m analyt˘ pomÏr sign·lu
k öumu mnohon·sobnÏ vyööÌ. Porovn·nÌ v˝sledk˘ zÌskan˝ch
p¯i rychlÈm programov·nÌ teploty kolony pomocÌ odporovÈho
oh¯evu s vyuûitÌm modulu EZ flash a konvenËnÏ, tj. v termo-
statu plynovÈho chromatografu (p¯Ìstroj HP 6890 Plus) doku-
mentovalo jednoznaËnÏ lepöÌ opakovatelnosti retenËnÌch Ëas˘

Obr. 3. Porovn·nÌ anal˝z identickÈho extraktu organofosforov˝ch
pesticid˘ pomocÌ konvenËnÌ (a) a rychlÈ (b) plynovÈ chroma-
tografie s odporov˝m oh¯evem ÑEZ flashì (detekce pomocÌ FPD);
R ñ odezva detektoru, 1 ñ dichlorvos, 2 ñ mevinphos, 3 ñ omethoat,
4 ñ dimethoat, 5 ñ diazinon, 6 ñ chlorpyrifos, 7 ñ parathion-Me, 8 ñ
pirimiphos-Me, 9 ñ malathion, 10 ñ chloropyrifos-Et, 11 ñ parathion-
-Et, 12 ñ methidation, 13 ñ ethion, 14 ñ phosmet, 15 ñ phosalone, 16 ñ
koeluce 1, 17 ñ koeluce 2
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p¯i aplikaci prvnÌ z uveden˝ch technik (tato skuteËnost je
zvl·ötÏ v˝znamn· v p¯ÌpadÏ, kdy retenËnÌ Ëas analyt˘ je vy-
uûÌv·n k jejich identifikaci). RozdÌl byl z¯eteln˝ zejmÈna pro
analyty s vyööÌmi hodnotami retenËnÌch Ëas˘; p¯i rychlosti
konvenËnÌho oh¯evu 80 ∞C.minñ1 dosahovaly hodnoty relativ-
nÌ smÏrodatnÈ odchylky jiû desÌtek %. ZmÌnit se je t¯eba jeötÏ
o dalöÌ p¯ednosti odporovÈho oh¯evu, kterou je vysok· rych-
lost re-ekvilibrace chromatografickÈho systÈmu (zchlazenÌ na
v˝chozÌ teplotu). Tato skuteËnost d·le zvyöuje laboratornÌ
kapacitu.

Anal˝za smÏsi modernÌch pesticid˘ v re·ln˝ch matricÌch
v  p¯ÌpadÏ druhÈ,  velmi zajÌmavÈ varianty rychlÈ plynovÈ
chromatografie, byla realizov·na14 na 10 m dlouhÈ kolonÏ
s relativnÏ velk˝m vnit¯nÌm pr˘mÏrem (0,53 mm, tzv. mega-
-bore) p¯ipojenÈ k Ñsplitlessì injektoru kr·tkou restrikËnÌ kapi-
l·rou (3 m, vnit¯nÌ pr˘mÏr 0,25 mm) s dezaktivovan˝m povr-
chem, v˝stup kolony byl p¯ipojen k iontovÈmu zdroji MS
detektoru, Ëili separace analyt˘ probÌhala za nÌzkÈho tlaku,
resp. za Ñvakuaì. Zv˝öenÌ difuzivity analyt˘ v plynnÈ f·zi
umoûÚuje dosaûenÌ podstatnÏ vyööÌ optim·lnÌ line·rnÌ rychlos-
ti nosnÈho plynu (v souladu s van Deemterovym vztahem)
a potaûmo v˝raznÈ zrychlenÌ separace tÏkav˝ch komponent
vzorku oproti chromatografickÈ separaci, p¯i kterÈ je na v˝stu-
pu kolony atmosfÈrick˝ tlak. Popsan˝ systÈm (tzv. low-pres-
sure, LP-GC-MS) m· dÌky parametr˘m pouûitÈ kolony vy-
sokou kapacitu a je z·roveÚ kompatibilnÌ s n·st¯ikov˝mi tech-
nikami vyuûÌvan˝mi bÏûnÏ v rezidu·lnÌ anal˝ze. ZmÌnÏn˝
pokles dosaûitelnÈho chromatografickÈho rozliöenÌ ve vÏtöinÏ

p¯Ìpad˘ kompenzuje selektivita MSD..V naöich experimen-
tech jsme dos·hli snÌûenÌ doby anal˝zy na t¯etinu (cca15 min)
p¯i souËasnÈm snÌûenÌ detekËnÌch limit˘, kterÈ umoûnil vyööÌ
n·st¯ik vzorku. Rozsah matriËnÌch efekt˘ byl v souvislosti
s touto skuteËnostÌ v˝znamnÏ omezen (viz odst. 3.1.1.).

3 . 3 . S p o j e n Ì G C - M S

JeötÏ v devades·t˝ch letech minulÈho stoletÌ se hmotnost-
nÏ-spektrometrickÈ detektory pouûÌvaly jako prim·rnÌ pro-
st¯edek pro kvantifikaci analyt˘ ve stopovÈ anal˝ze jen ojedi-
nÏle, ve vÏtöinÏ aplikacÌ spÌöe slouûily ke konfirmaci n·le-
z˘ kontaminant˘. Cenov· dostupnost hmotnostnÌch detektor˘
s nÌzk˝m rozliöenÌm postupnÏ umoûnila jejich rutinnÌ vyuûitÌ
v r˘zn˝ch oblastech rezidu·lnÌ anal˝zy. NejËastÏji jsou hmot-
nostnÌ analyz·tory reprezentov·ny p¯Ìm˝m kvadrupolem, ion-
tovou pastÌ, v poslednÌch letech se zvyöuje poËet aplikacÌ
vyuûÌvajÌcÌch analyz·tory typu Ñtime of flightì (TOF). Kaûd˝
z nich samoz¯ejmÏ disponuje urËit˝mi p¯ednostmi; rozdÌly
jsou p¯edevöÌm v opakovatelnosti mÏ¯enÌ za p¯Ìtomnosti slo-
ûek matrice, v p¯esnosti urËenÌ hodnot m/z a rychlosti snÌm·nÌ
spekter. Iontov· past navÌc umoûÚuje prov·dÏnÌ vÌcen·sobnÈ
spektrometrie (p¯Ìm˝ kvadrupol a TOF pouze p¯i z¯etÏzenÌ
vÌce stupÚ˘). ZmÌnit se je t¯eba i o moûnosti optimalizace
pracovnÌch charakteristik analytickÈ metody pomocÌ volby
vhodnÈ ionizaËnÌ techniky. Vedle bÏûnÈ ionizace n·razem
elektron˘ (electron impact, EI) je v ultrastopovÈ anal˝ze kon-
taminant˘ za urËit˝ch okolnostÌ v˝hodnÈ pouûitÌ mÏkkÈ ioni-

Obr. 4. Z·znamy p¯i GC-TOF-MS anal˝ze extraktu jablek kontaminovan˝ch tolylfluanidem (0,07 mg.kgñ1); a ñ celkov˝ iontov˝ tok (TIC),
b ñ m/z 137, öÌ¯ka okna 0,5 Da, c ñ m/z 137,032, öÌ¯ka okna 0,01 Da, d ñ spektrum pÌku T ñ vzorek, e ñ spektrum tolylfluanidu ñ knihovna NIST
# 62557
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zaËnÌ techniky vyuûÌvajÌcÌ reakËnÌho plynu (nejËastÏji metha-
nu), kter· nevede k rozs·hlejöÌ fragmentaci mate¯skÈ moleku-
ly. Detekce intenzivnÌho pseudomolekul·rnÌho iontu MH+ je
vesmÏs specifiËtÏjöÌ neû niûöÌch fragment˘ a u nÏkter˝ch l·tek
m˘ûe, dÌky nÌzk˝m hodnot·m öumu v oblasti vyööÌch hodnot
m/z, klesnout hodnota detekËnÌho limitu. V p¯ÌpadÏ stanove-
nÌ analyt˘ s elektronegativnÌmi substituenty Ëi skupinami je
moûnÈ pracovat v mÛdu tzv. negativnÌ chemickÈ ionizace
(negative chemical ionisation, NCI), spr·vnÏ negativnÌ ioni-
zace se z·chytem elektron˘ (ECNI). Mechanismus detekce je
podobn˝ jako u ECD, prim·rnÏ vznik· molekulov˝ ion Mñ

z·chytem nÌzkoenergetick˝ch elektron˘. Zv˝öenÌ pomÏru sig-
n·lu k öumu aû o dva ¯·dy oproti ionizaci EI s akvizicÌ dat
v mÛdu monitorizace vybran˝ch iontov˝ch druh˘ (selected
ion monitoring, SIM) pouûÌvanÈ v p¯ÌpadÏ kvadrupolov˝ch
analyz·tor˘ umoûÚujÌ spolu s dobrou selektivitou detekce
spolehlivou kvantifikaci nÏkter˝ch skupin kontaminant˘ na
hladin·ch niûöÌch neû 0,1 µg.kgñ1. Na autorskÈm pracoviöti je
GC-ECNI vyuûÌv·na zejmÈna pro stanovenÌ polybromova-
n˝ch difenylether˘ (PBDE) a dalöÌch bromovan˝ch retardant˘
ho¯enÌ, nitroderiv·t˘ PAU (cit.9) a pro stanovenÌ toxick˝ch
plan·rnÌch (non-ortho) PCB. V poslednÌm zmÌnÏnÈm p¯ÌpadÏ
se tato technika osvÏdËila, resp. poskytla p¯esnÈ v˝sledky p¯i
certifikaci novÈho matriËnÌho referenËnÌho materi·lu CRM
719, na jehoû p¯ÌpravÏ se v r·mci projektu EU pracoviötÏ
podÌlelo.

V rozs·hlÈ studii zamÏ¯enÈ na posouzenÌ p¯esnosti v˝sled-
k˘ anal˝z reziduÌ modernÌch pesticid˘ v extraktech z rostlin-
n˝ch matric zÌskan˝ch v r˘zn˝ch GC systÈmech jsme p¯i
anal˝ze sÈrie 14 identick˝ch vzork˘ pomocÌ GC-MS s kvad-
rupolov˝m analyz·torem HP 5973 (HP, USA) provozova-
n˝m v mÛdu monitorizace vybran˝ch iontov˝ch druh˘ prok·-
zali vesmÏs niûöÌ hodnoty relativnÌch hodnot smÏrodatn˝ch
odchylek (max. 5 %) n·lez˘ neû p¯i detekci konvenËnÌmi
detektory NPD, ECD. Na stranÏ druhÈ, opakovatelnost reten-
ËnÌch Ëas˘ byla u MSD niûöÌ. Tento jev se stal zvl·ötÏ z¯etel-
n˝m p¯i rychlÈm programov·nÌ teploty separaËnÌ kolony. Za
tÏchto podmÌnek se v˝raznÏ zhoröila i opakovatelnost v˝sled-
k˘16.

Pro anal˝zy nÏkter˝ch kontaminant˘ zaËal b˝t v minulÈm
roce vyuûÌv·n tÈû GC-MS systÈm vybaven˝ iontovou pastÌ
Polaris Q (Finnigan, USA). P¯edbÏûnÈ poznatky s vyuûitÌm
alternativnÌch mÏ¯ÌcÌch mÛd˘ lze shrnout n·sledovnÏ: i) pro
rychl˝ Ñscreeningì, p¯edevöÌm nezn·m˝ch vzork˘, se jevÌ
vhodnÈ pouûÌt mÛd ÑSegment scanì, kter˝ ve snÌmanÈm roz-
sahu poskytuje plnou spektr·lnÌ informaci, obdobnÏ jako ÑFull
scanì; ii) celkovÈ odezvy analyt˘ a pomÏr sign·lu k öumu jsou
u ÑSegment  scanuì vyööÌ neû u ÑFull scanuì; iii) velkou
v˝hodou ÑSegment scanuì je nen·roËn· p¯Ìprava metody, tj.
nenÌ nutnÈ vybÌrat ionty a stanovovat Ëasov· okna jako v mÛdu
SIM, kter˝ m· sice pomÏrnÏ vysokÈ hodnoty pomÏru sign·lu
k öumu (a tÌm nÌzk˝ limit detekce), ale neposkytuje spektr·lnÌ
informaci; iv) p¯i anal˝ze vzork˘ obsahujÌcÌch zn·mÈ analyty
v nÌzk˝ch koncentracÌch je z hlediska dosaûenÌ niûöÌho limitu
detekce vhodnÈ pouûÌt mÛd MSn (nejËastÏji MS2).

PrvnÌ zkuöenosti v souËasnÈ dobÏ zÌsk·v·me s instrumen-
tacÌ GC-TOF-MS Micromass GCT (Micromass, UK). Tento
konkrÈtnÌ typ instrumentu umoûÚuje mÏ¯enÌ hmotnosti iont˘
s p¯esnostÌ na 4 desetinn· mÌsta. Na rozdÌl od kvadrupolov˝ch
analyz·tor˘ poskytuje TOF plnou spektr·lnÌ informaci i na
velmi nÌzk˝ch koncentraËnÌch hladin·ch. P¯edbÏûnÈ experi-

menty byly realizov·ny za podmÌnek mÌrnÏ zrychlenÈ anal˝zy
(asi  3◊ kratöÌ doba  anal˝zy,  neû je nutn·  pro  dokonalou
separaci vöech analyt˘). Obr·zek 4 dokumentuje vyöet¯enÌ
extraktu vzorku jablek na obsah reziduÌ pesticid˘. P¯i pouûitÌ
charakteristickÈ hmotnosti iontu zvolenÈ s p¯esnostÌ 0,01 Da
byl nalezen pÌk tolylfluanidu na relativnÏ nÌzkÈ koncentraËnÌ
hladinÏ. Podle namÏ¯enÈho MS spektra byl tento pÌk po srov-
n·nÌ s knihovnou NIST automaticky identifikov·n. Pl·nov·ny
jsou experimenty vyuûÌvajÌcÌ TOF-MS ve spojenÌ rychlou
LP-GC (viz 3.2.).

4. Vysoko˙Ëinn· kapalinov· chromatografie
(HPLC)

Vysoko˙Ëinn· kapalinov· chromatografie (HPLC) p¯ed-
stavuje po GC druhou nejv˝znamnÏjöÌ separaËnÌ techniku
vyuûÌvanou v oblasti identifikace a kvantifikace organick˝ch
kontaminant˘. P¯i anal˝ze öiröÌho spektra analyt˘ v komplex-
nÌch matricÌch se vöak limitujÌcÌm faktorem m˘ûe st·t nedo-
stateËn· selektivita bÏûnÏ pouûÌvanÈho UV detektoru (¯eöenÌ
nep¯in·öÌ ani detektor s diodov˝m polem, DAD). Z uvedenÈho
d˘vodu jsou kladeny znaËnÈ n·roky na ˙Ëinnost p¯eËiötÏnÌ
vzork˘ (v p¯ÌpadÏ multirezidu·lnÌch metod vöak bohuûel nelze
vyuûÌt potenci·lu, resp. specifity imunochemick˝ch a p¯Ìbuz-
n˝ch prekoncentraËnÌch technik). VÌcestupÚov· purifikace pri-
m·rnÌho extraktu vöak m˘ûe vÈst vedle prodlouûenÌ doby
p¯Ìpravy vzorku ke snÌûenÌ hodnot v˝tÏûnosti nÏkter˝ch ana-
lyt˘. NÌzkÈ hodnoty detekËnÌch limit˘ i podstatnÏ lepöÌ selek-
tivity fluorescenËnÌho detektoru (FLD) lze vyuûÌt jen u ome-
zenÈho spektra kontaminant˘; p¯Ìkladem vöeobecnÏ rozöÌ¯enÈ,
rutinnÌ aplikace HPLC-FLD v tÈto oblasti je snad jen stanovenÌ
PAU.

4 . 1 . S p o j e n Ì L C - M S

SystÈmy HPLC s hmotnostnÏ-selektivnÌm detektorem,
kterÈ se dnes st·vajÌ nepostradatelnou souË·stÌ vybavenÌ spe-
cializovan˝ch laborato¯Ì, z·sadnÏ rozöÌ¯ily moûnosti sledov·-
nÌ pol·rnÌch a termolabilnÌch kontaminant˘ a jejich metabolit˘
i v komplexnÌch matricÌch. Tato technika v z·sadÏ umoûÚuje
zjednoduöenÌ p¯Ìpravy vzorku (viz d·le), nicmÈnÏ i zde je
nutnÈ zohlednit moûnÈ matriËnÌ efekty.

V praxi se nejËastÏji ionizace analyt˘ prov·dÌ za atmosfÈ-
rickÈho tlaku (atmospheric pressure ionisation, API); v˝hodou
tohoto rozhranÌ je ˙ËinnÈ odstraÚov·nÌ mobilnÌ f·ze, celko-
v· robustnost a snadnost ˙drûby. Oba pouûÌvanÈ mÛdy API
i) elektrosprej (ESI) a ii) chemick· ionizace (APCI) splÚujÌ
poûadavky na  ˙Ëinnou a opakovatelnou  ionizaci öirokÈho
spektra l·tek.

Praktick· aplikace systÈmu LC-API-MS s analyz·torem
typu iontov· past (Finnigan LCQ Deca) n·m poskytla moûnost
rychlÈho zav·dÏnÌ nov˝ch metod pro novÈ cÌlovÈ analyty, tedy
znaËnou operativnost a flexibilitu p¯i ¯eöenÌ konkrÈtnÌch nalÈ-
hav˝ch problÈm˘. DalöÌmi v˝hodami tohoto systÈmu jsou:
i) dosaûitelnost velmi nÌzk˝ch detekËnÌch limit˘ (pro nÏkterÈ
analyty v mÛdu MS2 i < 0,1 µg.kgñ1 ñ v z·vislosti na zakon-
centrov·nÌ vzorku); ii) spolehlivost p¯i konfirmaci n·lez˘;
iii) v˝znamn· redukce doby t¯eba pro p¯Ìpravu vzork˘, kter·
je d·na schopnostÌ tÈto techniky mÏ¯it za p¯Ìtomnosti pomÏrnÏ
velkÈho mnoûstvÌ matrice (dÌky vysokÈ selektivitÏ detekce
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nenÌ separace analyt˘ ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘ kritick·). ZmÌnit se
je ovöem t¯eba i o nÏkter˝ch skuteËnostech limitujÌcÌch apli-
kace v oblasti kvantitativnÌ stopovÈ anal˝zy: i) vÏtöÌ rozptyl
v˝sledk˘ pro nÏkterÈ kombinace analyt-matrice; ii) Ëasto ne-
uspokojiv· linearita kalibraËnÌ z·vislosti i v relativnÏ malÈm
koncentraËnÌm rozsahu a iii) sloûit· detekce analyt˘, pro kterÈ
nenÌ k dispozici standard (predikce iont˘ v mÛdu MS2 je
obtÌûn·).

4.1.1. MatriËnÌ efekty v LC-MS2

Jak jiû bylo naznaËeno, ve stopovÈ anal˝ze se nejËastÏji
vyuûÌv· detekce v tzv. MS2 mÛdu, p¯i nÌû je snÌm·n charak-
teristick˝ dce¯in˝ ion vznikl˝ z prim·rnÌho (vÏtöinou mole-
kulovÈho) iontu danÈho analytu. V˝sledkem je znaËnÈ zlepöe-
nÌ pomÏru sign·lu k öumu (10ñ100 n·sobnÈ) oproti mÏ¯enÌ
realizovanÈmu v reûimu pln˝ch spekter (ÑFull msì). P¯i apli-
kaci tÈto vysoce specifickÈ detekce jsou p¯ÌtomnÈ matriËnÌ
koextrakty v chromatogramu prakticky ÑneviditelnÈì, a proto
nenÌ jejich p¯Ìtomnost kritick· z hlediska moûn˝ch pozaÔo-
v˝ch interferencÌ, jako je tomu u mÈnÏ selektivnÌch detektor˘
(nap¯.  UV). Na  druhÈ  stranÏ vöak sloûky matrice mohou
ovlivÚovat odezvu analyt˘ dÌky participaci v jednom nebo
vÌce z n·sledujÌcÌch proces˘ probÌhajÌcÌch v LC-MS rozhranÌ:
i) vznik kapiËek aerosolu; ii) desolvatace molekul analytu;
iii) odpa¯ov·nÌ rozpouötÏdla; iv) ionizace analyt˘. V˝sledkem
tÏchto jev˘ je, ûe p¯i stejnÈ koncentraci analytu je jeho odezva
v re·lnÈm vzorku odliön· od odezvy standardu v ËistÈm roz-
pouötÏdle. P¯estoûe zde existuje zd·nliv· analogie s v˝öe po-
psan˝mi matriËnÌmi efekty v GC (viz 3.1.1.), tyto jevy majÌ
v LC-MS ponÏkud odliön˝, mimo¯·dnÏ komplexnÌ charakter.
ZatÌmco u GC se matriËnÌ efekty ovlivÚujÌcÌ p¯esnost v˝sledk˘
odehr·vajÌ v n·st¯ikovÈm prostoru, a tedy p¯ed vlastnÌ separacÌ
komponent vzorku, v p¯ÌpadÏ LC-MS k matriËnÌm efekt˘m
doch·zÌ na LC-MS rozhranÌ, tj. aû po separaci. Tato skuteË-
nost komplikuje moûnost zobecnÏnÌ poznatk˘ t˝kajÌcÌch se
matriËnÌch efekt˘, neboù rozdÌlnÈ, resp. zmÏnÏnÈ podmÌnky
HPLC separace mohou vÈst ke zmÏnÏ mnoûstvÌ nebo typu
matriËnÌch sloûek koeluujÌcÌch se s dan˝m analytem. DalöÌm
v˝znamn˝m rozdÌlem proti plynovÈ chromatografii  je,  ûe
zatÌmco p¯i GC matrice p¯Ìtomn· ve vzorku vÏtöinou zp˘so-
buje zv˝öenÌ odezev, v LC-MS doch·zÌ Ëasto k v˝raznÈmu
snÌûenÌ sign·lu analytu, coû m˘ûe mÌt kritick˝ dopad na de-
tektabilitu analyt˘.

V r·mci modelovÈ studie vlivu r˘zn˝ch faktor˘ na rozsah
matriËnÌch efekt˘ v LC-MS2 jsme vÏnovali pozornost anal˝ze
reziduÌ vybran˝ch relativnÏ pol·rnÌch pesticid˘. Mimo jinÈ
byly porovn·ny obÏ dostupnÈ techniky ionizace, APCI a ESI.
P¯estoûe je Ëasto zmiÚov·na lepöÌ tolerance techniky APCI
v˘Ëi matriËnÌm komponent·m, v p¯ÌpadÏ extraktu jablek cÌle-
nÏ kontaminovanÈho pesticidy nebyl v naöich experimentech
mezi obÏma ionizaËnÌmi technikami zjiötÏn v˝znamn˝ roz-
dÌl v matriËnÌch efektech. Tyto se nepoda¯ilo eliminovat ani
p¯eËiötÏnÌm prim·rnÌch extrakt˘ pomocÌ gelovÈ permeaËnÌ
chromatografie, jinak bÏûnÏ pouûÌvanÈ v multirezidu·lnÌch
metod·ch vyuûÌvajÌcÌch pro stanovenÌ reziduÌ pesticid˘ GC.
P¯estoûe je vzorek p¯i tomto ËisticÌm kroku zbaven vysoko-
molekul·rnÌch koextrakt˘, tyto z¯ejmÏ nejsou identickÈ s ma-
triËnÌmi komponentami zodpovÏdn˝mi za matriËnÌ efekty.

V p¯ÌpadÏ, ûe matriËnÌ efekt nelze zcela eliminovat zmÏ-
nou podmÌnek separace HPLC Ëi p¯eËiötÏnÌm vzorku, je po-

uûitÌ kalibrace pomocÌ vnÏjöÌch rozpouötÏdlov˝ch standard˘
nevhodnÈ, neboù existuje riziko nespr·vnÈ kvantifikace cÌlo-
v˝ch analyt˘ (na rozdÌl od GC m˘ûe hrozit jak nadhodnocenÌ,
tak podhodnocenÌ v˝sledku).

V r·mci jednÈ z naöich studiÌ15 jsme se zamÏ¯ili na porov-
n·nÌ spr·vnosti v˝sledk˘ dosaûen˝ch pomocÌ t¯Ì r˘zn˝ch ka-
libraËnÌch technik: i) pouûitÌm vnÏjöÌch rozpouötÏdlov˝ch stan-
dard˘ (spolehliv˝ p¯Ìstup, avöak ËasovÏ n·roËn˝, je nutnÈ mÌt
k dispozici vhodn˝ materi·l neobsahujÌcÌ rezidua standard˘),
ii) pouûitÌm vnÏjöÌch matriËnÌch standard˘ a iii) technikou
Ñecho-pÌkuì (standard obsahujÌcÌ analyt(y) je nast¯Ìknut s kr·t-
k˝m Ëasov˝m posunem). Vzorky jablek byly cÌlenÏ kontami-
nov·ny pesticidy na dvou r˘zn˝ch zn·m˝ch koncentraËnÌch
hladin·ch 0,01 µg.mlñ1 a 0,1 µg.mlñ1. Takto p¯ipravenÈ vzorky
byly poslÈze analyzov·ny stejnÏ, jako kdyby se jednalo o ne-
zn·mÈ vzorky, a z kalibraËnÌ z·vislosti byla vypoËtena jejich
koncentrace a potÈ porovn·na se spr·vnou hodnotou. PouûitÌ
standard˘ v ËistÈm rozpouötÏdle pro kalibraci se uk·zalo b˝t
zcela nevhodnÈ u analyt˘, kterÈ vykazujÌ matriËnÌ efekt. Za-
tÌmco v literatu¯e se Ëasto diskutuje pouze potlaËenÌ odezev
analyt˘ vlivem matrice, z naöich experiment˘ vypl˝v·, ûe
matriËnÌ efekt m˘ûe b˝t i vyööÌ neû 100 %; doch·zelo tudÌû
k nadhodnocenÌ v˝sledku (carbendazim, thiabendazol). Ma-
triËnÌ kalibrace je na druhÈ stranÏ pomÏrnÏ spolehliv˝ zp˘sob
dosaûenÌ kvalitnÌch v˝sledk˘. Technikou vnit¯nÌho strandardu
(Ñecho pÌkì) bylo pro 6 z 8 pesticid˘ dosaûeno spr·vn˝ch
v˝sledk˘, p¯iËemû tato metoda navÌc umoûÚuje odbour·nÌ
pracnÈ p¯Ìpravy matriËnÌch standard˘. Studie v tÈto oblasti
pokraËujÌ.

V tÈto pr·ci jsem shrnula zkuöenosti a uvedla nÏkterÈ
zajÌmavÈ v˝sledky kolektivu laborato¯e ⁄stavu chemie a ana-
l˝zy potravin VäCHT zab˝vajÌcÌ se problematikou environ-
ment·lnÌch kontaminant˘ a chemickou bezpeËnostÌ potravin.
JmenovitÏ chci podÏkovat sv˝m koleg˘m a doktorand˘m (v nÏ-
kter˝ch p¯Ìpadech jiû b˝val˝m) ñ S. Duökovi, M. Godulovi,
K. HoladovÈ, V. Kocourkovi, K. AlterovÈ-MaötovskÈ, J. Poust-
kovi a J. K¯iv·nkovÈ-ZrostlÌkovÈ za optimismus, se kter˝m se
vrhali do n·strah stopovÈ anal˝zy.
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J. Hajölov· (Department of Food Chemistry and Analysis,
Institute of Chemical Technology, Prague): Trace Analysis
of Organic Contaminants ñ 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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