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1. ⁄vod

V˝sledky rentgenostrukturnÌ anal˝zy monokrystal˘ jsou
vyuûÌv·ny uû vÌce neû 80 let v r˘zn˝ch oblastech vÏdy. V krys-
talech jsou rentgenovÈ paprsky difraktov·ny p¯ev·ûnÏ elektro-
ny, difrakce na j·drech atom˘ je zanedbateln·. DÌky silnÈ
p¯itaûlivÈ interakci mezi z·pornÏ nabit˝mi elektrony a kladnÏ
nabit˝mi j·dry se naprost· vÏtöina elektron˘ vyskytuje v bez-
prost¯ednÌm okolÌ jader atom˘. Na tomto faktu je zaloûena
standardnÌ rentgenostrukturnÌ anal˝za, kter· spoËÌv· ve vy-
hled·nÌ maxim elektronovÈ hustoty v krystalu a jejich p¯i¯a-
zenÌ jednotliv˝m atom˘m. Typick˝m v˝sledkem standard-
nÌ rentgenostrukturnÌ anal˝zy je tudÌû kompletnÌ informace
o poloh·ch atom˘ v krystalu, jin˝mi slovy krystalov· struktu-
ra.

Kdyby se krystal skl·dal z neinteragujÌcÌch atom˘, vöech-
ny atomy by byly neutr·lnÌ a veöker· elektronov· hustota by
byla rozmÌstÏna sfÈricky v okolÌ atomov˝ch jader. Atomy vöak
spolu interagujÌ, coû se m˘ûe projevit v z·sadÏ dvÏma zp˘so-
by: 1) elektronegativnÏjöÌ atomy odebÌrajÌ elektronovou hus-
totu atom˘m elektropozitivnÏjöÌm a vznikajÌ ionty, 2) nÏkterÈ
elektrony se ˙ËastnÌ chemick˝ch vazeb nebo jsou lokalizov·-
ny v nevazebn˝ch elektronov˝ch p·rech, takûe jsou kolem
atomov˝ch jader rozmÌstÏny nesfÈricky. Toto pojedn·nÌ se
zab˝v· p¯edevöÌm dvÏma rozöÌ¯enÌmi standardnÌ rentgeno-
strukturnÌ anal˝zy: 1) kappa up¯esÚov·nÌm1, kterÈ umoûÚuje
urËit atomovÈ n·boje a 2) multipÛlov˝m up¯esÚov·nÌm2, kterÈ

umoûÚuje zviditelnit nesfÈrickou elektronovou hustotu v krys-
talu, to jest nap¯Ìklad kovalentnÌ vazby a nevazebnÈ elektro-
novÈ p·ry.

2. Z·kladnÌ pojmy

V rentgenostrukturnÌ anal˝ze mÏ¯Ìme intenzity z·¯enÌ Ihkl
difraktovanÈho  na  krystalov˝ch rovin·ch (hkl), kterÈ jsou
˙mÏrnÈ Ëtverci absolutnÌ hodnoty strukturnÌho faktoru Fhkl:

Ihkl » |Fhkl |
2 (1)

StrukturnÌ faktory jsou obecnÏ komplexnÌ ËÌsla, coû m˘-
ûeme vyj·d¯it pomocÌ rovnice:

Fhkl = |Fhkl | exp(ϕhkl ) (2)

kde ϕhkl jsou  f·ze a |Fhkl | amplitudy strukturnÌch faktor˘.
SkuteËnost, ûe experiment poskytuje pouze amplitudy |Fhkl |,
zatÌmco k n·slednÈmu urËenÌ krystalovÈ struktury jsou nezbyt-
nÈ hodnoty Fhkl, se naz˝v· f·zov˝ problÈm rentgenostrukturnÌ
anal˝zy. P¯esnÈmu popisu  a ¯eöenÌ f·zovÈho problÈmu je
vÏnov·na ¯ada uËebnic3,4. Elektronovou hustotu v krystalu ρ(x,
y, z) v mÌstÏ danÈm frakËnÌmi sou¯adnicemi (x, y, z) poËÌt·me
z hodnot strukturnÌch faktor˘:

ρ(x, y, z) = exp[ñ2πi(hx + ky + lz)] (3)

kde sumace probÌh· p¯es vöechny indexy h, k, l a V je objem
z·kladnÌ buÚky. StrukturnÌ faktor z p¯edchozÌch dvou rovnic
ud·v· intenzitu z·¯enÌ rozpt˝lenou jednou z·kladnÌ buÚkou
krystalu a zÌsk· se jako souËet atomov˝ch rozptylov˝ch fak-
tor˘, p¯iËemû je nutno vzÌt v ˙vahu f·zovÈ rozdÌly a teplotnÌ
pohyby atom˘:

Fhkl = exp[2πi(hxj + kyj + lzj)]Tj (4)

SËÌt· se p¯es vöechny atomy j = 1, 2, ÖN v buÚce, fj je
atomov˝ rozptylov˝ faktor ud·vajÌcÌ rozptyl z·¯enÌ na j-tÈm
atomu, xj, yj a zj jsou frakËnÌ sou¯adnice atomu a Tj je teplotnÌ
faktor popisujÌcÌ vliv teplotnÌho pohybu j-tÈho atomu. Atomo-
v˝ rozptylov˝ faktor fj je spojen s elektronovou hustotou ρj na
j-tÈm atomu vztahem:

fj(S) = ρj(r) exp(2πiSr)dr (5)

kde S je difrakËnÌ vektor ud·vajÌcÌ smÏr difraktovanÈho z·¯enÌ
a r je polohov˝ vektor ud·vajÌcÌ polohu vzhledem k j·dru
j-tÈho atomu. Z p¯edchozÌch vztah˘ vypl˝v·, ûe v koneËnÈm d˘-
sledku je intenzita difraktovanÈho z·¯enÌ, kterou mÏ¯Ìme p¯i
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difrakËnÌch experimentech, funkcÌ elektronov˝ch hustot na jed-
notliv˝ch atomech v krystalu. R˘znÈ modely popisovanÈ v n·-
sledujÌcÌch kapitol·ch se liöÌ pr·vÏ tÌm, jak˝m zp˘sobem de-
finujÌ funkci ρj(r) popisujÌcÌ elektronovou hustotu na atomech.

P¯i samotnÈ rentgenostrukturnÌ anal˝ze se dodrûuje zhruba
n·sledujÌcÌ postup:
ñ PomocÌ difraktometru se zmÏ¯Ì intenzity difraktovanÈho
z·¯enÌ Ihkl z mnoha r˘zn˝ch krystalov˝ch rovin (hkl).
ñ Z intenzit difraktovanÈho z·¯enÌ se zÌskajÌ absolutnÌ hod-
noty strukturnÌch faktor˘ |Fhkl |, v nichû je ukryta informace
o poloh·ch atom˘, jak je patrnÈ z rovnice (4).
ñ Vy¯eöÌ se f·zov˝ problÈm rentgenostrukturnÌ anal˝zy a zÌs-
k· se prvnÌ model krystalovÈ struktury. P¯i pouûitÌ rychl˝ch
poËÌtaË˘ a modernÌch program˘ b˝v· ¯eöenÌ f·zovÈho problÈ-
mu ve vÏtöinÏ p¯Ìpad˘ pomÏrnÏ snadnÈ.
ñ Up¯esnÌ se krystalov· struktura, protoûe model zÌskan˝
v p¯edchozÌm kroku je zpravidla velmi hrub˝. »asto nejsou
jeötÏ zn·my polohy vöech atom˘ a polohy vÏtöiny ostatnÌch
atom˘ jsou nep¯esnÈ. K up¯esÚov·nÌ krystalovÈ struktury se
pouûÌv· nejËastÏji metoda nejmenöÌch Ëtverc˘3,4. Metodou
nejmenöÌch Ëtverc˘ se minimalizujÌ rozdÌly mezi amplitudami
strukturnÌch faktor˘ zÌskan˝ch z experimentu (rovnice (1))
a hodnotami strukturnÌch faktor˘ zÌskan˝ch v˝poËtem (rovni-
ce (4)). Dohled·nÌm dalöÌch atom˘ a jemn˝mi zmÏnami para-
metr˘ atom˘ uû nalezen˝ch se snaûÌme dos·hnout co nejlepöÌ
shody mezi vypoËten˝mi a pozorovan˝mi strukturnÌmi fakto-
ry. Ve standardnÌ rengenostrukturnÌ anal˝ze jsou mÏnÏn˝mi
parametry polohy atom˘ a teplotnÌ faktory. Pokud chceme
pomocÌ kappa up¯esnÏnÌ urËit atomovÈ n·boje, p¯ibudou dalöÌ
parametry urËujÌcÌ nap¯Ìklad poËty valenËnÌch elektron˘. Po-
kud chceme pomocÌ multipÛlovÈho up¯esnÏnÌ urËit elektrono-
vou hustotu v krystalu, musÌ se p¯idat jeötÏ cel· ¯ada tzv.
multipÛlov˝ch parametr˘.

Pro urËov·nÌ atomov˝ch n·boj˘ pomocÌ kappa up¯esÚov·-
nÌ je nutnÈ mÌt k dispozici p¯esnÏjöÌ a kvalitnÏjöÌ data, neû je
obvyklÈ ve standardnÌ rentgenostrukturnÌ anal˝ze. JeötÏ kva-
litnÏjöÌch dat je zapot¯ebÌ pro urËov·nÌ n·bojov˝ch hustot
v krystalu pomocÌ multipÛlovÈho up¯esÚov·nÌ. Data se obvyk-
le mÏ¯Ì za nÌzk˝ch teplot kolem 100 K, aby se minimalizoval

teplotnÌ pohyb atom˘, kter˝ p¯i studiÌch n·bojov˝ch hustot
p˘sobÌ ruöivÏ. D·le je nutnÈ zmÏ¯it difrakce s vysok˝mi di-
frakËnÌmi ˙hly θ, aby bylo dosaûeno vyööÌho rozliöenÌ na ma-
p·ch elektronov˝ch hustot. Pro standardnÌ rentgenostrukturnÌ
anal˝zu postaËujÌ nÌzko˙hlovÈ difrakce se sinθ/λ ≤ 0,6 Åñ1,
kde λ je vlnov· dÈlka pouûitÈho rentgenovÈho z·¯enÌ. Pro
urËov·nÌ atomov˝ch n·boj˘ je vhodnÈ zmÏ¯it i difrakce se
sinθ/λ ≥ 0,6 Åñ1 a pro studia n·bojov˝ch hustot jsou nezbytnÈ
i vysoko˙hlovÈ difrakce se sinθ/λ ≥ 0,9 Åñ1.

3. StandardnÌ rentgenostrukturnÌ anal˝za

3 . 1 . M o d e l n e z · v i s l ˝ c h a t o m ˘

Ve standardnÌ rentgenostrukturnÌ anal˝ze se p¯edpokl·d·,
ûe krystal se skl·d· z navz·jem neinteragujÌcÌch atom˘. Lze si
jej tedy p¯edstavit jako soubor sfÈricky symetrick˝ch atom˘
s pevnÏ danou velikostÌ a pevnÏ dan˝m poËtem elektron˘.
OdpovÌdajÌcÌ  model se jmenuje model nez·visl˝ch atom˘
(Independent Atom Model ñ IAM) a elektronov· hustota na
atomu je definov·na n·sledovnÏ:

ρatom(r) = sfÈricky_symetrick·_funkce (6)

PomocÌ IAM modelu byly urËeny vöechny zn·mÈ krysta-
lovÈ struktury, coû dokazuje, ûe se jedn· o opravdu velmi
dobrou aproximaci. Tato skuteËnost se d· vysvÏtlit nap¯Ìklad
srovn·nÌm hodnot elektronov˝ch hustot5: maxima elektrono-
vÈ hustoty pro atomy z prvnÌ ¯·dky periodickÈ soustavy jsou
¯·dovÏ 1000 eÅñ3, zatÌmco zmÏny elektronovÈ hustoty v d˘-
sledku vazby atom˘ jsou ¯·dovÏ 1 eÅñ3, coû je ËÌslo o t¯i ¯·dy
menöÌ. IAM model tedy spr·vnÏ popisuje drtivou vÏtöinu
elektronovÈ hustoty v krystalu, kter· je sfÈricky rozmÌstÏna
v okolÌ atomov˝ch jader.

P¯i up¯esÚov·nÌ struktury (kapitola 2.) poskytne IAM mo-
del informaci o poloh·ch a teplotnÌch parametrech atom˘
v krystalu (obr. 1a). Atomy se nach·zejÌ v maximech elektro-
novÈ hustoty (obr. 1b).

a b

Obr. 1. V˝sledky standardnÌ rentgenostrukturnÌ anal˝zy pro krystal dihydr·tu kyseliny oxalovÈ, modifikace α; a) IAM model poskytuje
polohy a teplotnÌ parametry atom˘, atomy se s 50 % pravdÏpodobnostÌ nalÈzajÌ uvnit¯ term·lnÌch elipsoid˘, oËÌslov·ny jsou pouze symetricky
nez·vislÈ atomy; b) ¯ez mapou elektronovÈ hustoty v rovinÏ molekuly oxalovÈ kyseliny, atomy se nach·zejÌ v maximech elektronovÈ hustoty,
kontury na mapÏ jsou po 1,25 e.Åñ3, kladnÈ vrstevnice jsou plnÈ Ë·ry, nulovÈ vrstevnice jsou teËkovanÈ; p¯evzato z pr·ce14
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3 . 2 . N e d o s t a t k y m o d e l u
n e z · v i s l ˝ c h a t o m ˘

Aproximace pouûit· v IAM modelu funguje tÌm h˘¯e, ËÌm
mÈnÏ m· atom elektron˘. KrajnÌm p¯Ìpadem je atom vodÌku
s jedin˝m elektronem. Pokud je vodÌk v·z·n kovalentnÌ vaz-
bou X-H (kde X = C, N, O), je jeho jedin˝ elektron posunut
smÏrem k atomu X. IAM model p¯edpokl·d·, ûe elektronov·
hustota na atomu je sfÈricky symetrick· a v maximu elektro-
novÈ hustoty se nach·zÌ j·dro atomu. Jelikoû maximum elek-
tronovÈ hustoty pro atom vodÌku je posunuto smÏrem k atomu
X, p¯i pouûitÌ IAM nalezneme vodÌk v krystalovÈ struktu¯e na
nespr·vnÈm mÌstÏ a v˝sledkem je efekt zn·m˝ jako zd·nlivÈ
zkr·cenÌ X-H vazeb6, kterÈ se m˘ûe pohybovat ¯·dovÏ aû
v desetin·ch Å.

Jin˝m efektem spojen˝m s nesfÈrick˝m rozloûenÌm elek-
tronovÈ hustoty kolem atom˘ jsou asfÈrickÈ posuny. Efekt je
pomÏrnÏ jemn˝, ale st·v· se dob¯e patrn˝m p¯i porovn·nÌ
rentgenografick˝ch a neutronografick˝ch dat. Neutrony di-
fraktujÌ na atomov˝ch j·drech, a tudÌû neutronov· difrakce
poskytuje p¯esnÈ polohy jader atom˘. RentgenovÈ paprsky
difraktujÌ na elektronech, p¯iËemû se v r·mci IAM p¯edpokl·-
d·, ûe v maximu elektronovÈ hustoty se nach·zÌ j·dro atomu,
coû vöak nemusÌ b˝t vûdy p¯esnÏ splnÏno. Nap¯Ìklad v mole-
kule vody je maximum elektronovÈ hustoty pro atom kyslÌku
posunuto ve smÏru volnÈho elektronovÈho p·ru7. AsfÈrickÈ
posuny jsou definov·ny jako rozdÌly mezi neutronografick˝mi
a rentgenografick˝mi polohami atomu a ËinÌ ¯·dovÏ tisÌciny
aû setiny Å. PozorujÌ se zejmÈna u lehËÌch atom˘, nap¯Ìklad
pro atom kyslÌku v -COOH skupinÏ oxalovÈ kyseliny8 nebo
pro atom uhlÌku v -CN skupinÏ tetrakyanoethylenu9.

Z dalöÌch efekt˘, kterÈ odhalujÌ nÏkterÈ nedostatky zjed-
noduöenÈho modelu IAM, jmenujme jeötÏ existenci dipÛ-
lov˝ch moment˘ u molekul v krystalech10 a v˝skyt tzv. za-
k·zan˝ch difrakcÌ nap¯Ìklad u krystal˘ diamantu11 nebo k¯e-
mÌku12.

4. DeformaËnÌ elektronovÈ hustoty

Celkovou elektronovou hustotu v krystalu m˘ûeme roz-
dÏlit na sfÈrickou, tvo¯enou elektrony rozmÌstÏn˝mi sfÈricky
v okolÌ jader, a nesfÈrickou, tvo¯enou elektrony p¯eskupen˝-
mi v d˘sledku meziatomov˝ch interakcÌ. Na moûnost p¯ÌmÈ-
ho mÏ¯enÌ celkovÈ elektronovÈ hustoty v krystalech pomocÌ
difrakce rentgenov˝ch paprsk˘ upozornil jiû P. Debye v roce
1915, ale tehdejöÌmi  metodami  byla nesfÈrick· Ë·st elek-
tronovÈ hustoty nedetegovateln·, protoûe p¯edstavuje jen ma-
lou Ë·st celkovÈ hustoty (kapitola 3.1.). Teprve v 60. a 70.
letech umoûnil rozvoj p¯ÌstrojovÈ a v˝poËetnÌ techniky dosta-
teËnÏ p¯esnÈ mÏ¯enÌ difrakËnÌch dat a jejich p¯esnÏjöÌ a rych-
lejöÌ zpracov·nÌ na poËÌtaËÌch. Tehdy se zaËaly objevovat
v zahraniËnÌ literatu¯e prvnÌ pr·ce zab˝vajÌcÌ se nesfÈrick˝m
rozloûenÌm elektronovÈ hustoty kolem jader atom˘. VÏtöi-
na pracÌ byla zaloûena na takzvan˝ch deformaËnÌch elektro-
nov˝ch hustot·ch. Mapy deformaËnÌch elektronov˝ch hustot
ukazujÌ odchylky (deformace) od sfÈrickÈho rozloûenÌ elek-
tron˘ kolem atomov˝ch jader, tj. nap¯Ìklad kovalentnÌ vaz-
by nebo volnÈ elektronovÈ p·ry (obr. 2). PoËÌtajÌ se na z·-
kladÏ vztahu zn·mÈho ze standardnÌ rentgenostrukturnÌ ana-
l˝zy:

∆ρ(x, y, z) = exp[ñ2πi(hx + ky + lz)]
(7)

kde ∆ρ je diferenËnÌ nebo deformaËnÌ elektronov· hustota
v mÌstÏ danÈm frakËnÌmi sou¯adnicemi x, y, z, sumace probÌh·
p¯es vöechny indexy h, k, l a V je objem z·kladnÌ buÚky.

jsou strukturnÌ faktory, jejichû amplitudy jsou zÌskanÈ
z experimentu (rovnice (1)) a f·ze v˝poËtem. jsou struk-
turnÌ faktory zÌskanÈ kompletnÏ v˝poËtem (rovnice (4)). P¯i
v˝poËtech se pouûÌvajÌ atomovÈ rozptylovÈ faktory izolova-
n˝ch, sfÈricky symetrick˝ch atom˘. P¯i standardnÌ rentgeno-
strukturnÌ anal˝ze se p¯i v˝poËtech pouûÌvajÌ jen para-
metry zÌskanÈ z nÌzko˙hlov˝ch difrakËnÌch dat. Mapa ukazuje
pÌky odpovÌdajÌcÌ dosud nenalezen˝m atom˘m a naz˝v· se
mapa diferenËnÌ elektronovÈ hustoty. Pro zÌsk·nÌ mapy defor-
maËnÌ elektronovÈ hustoty, kter· ukazuje vazebnÈ efekty, je
t¯eba mÌt k dispozici vysoko˙hlovÈ difrakce. D·le jsou pot¯eb-
nÈ p¯esnÈ polohy a teplotnÌ faktory atom˘ neovlivnÏnÈ vazeb-
n˝mi efekty, jako jsou nap¯Ìklad asfÈrickÈ posuny (kapitola
3.2.). Pokud se pouûijÌ k v˝poËtu polohy a teplotnÌ
parametry atom˘ zÌskanÈ z neutronovÈ difrakce, jsou v˝sled-
kem X-N mapy deformaËnÌ elektronovÈ hustoty a metoda se
naz˝v· X-N up¯esÚov·nÌ. Neutronografick· data vöak nejsou
vûdy k dispozici, a proto byla vyvinuta metoda zaloûen· ËistÏ
na rentgenografick˝ch datech, kter· se naz˝v· X-X up¯esÚo-
v·nÌ a poskytuje X-X mapy deformaËnÌ elektronovÈ hustoty
(obr. 2). P¯i X-X up¯esÚov·nÌ se hodnoty poËÌtajÌ pouze
z parametr˘ urËen˝ch z vysoko˙hlov˝ch difrakcÌ. VazebnÈ
efekty se t˝kajÌ p¯edevöÌm valenËnÌch elektron˘, ale ty p¯i
vyööÌch difrakËnÌch ˙hlech nedifraktujÌ4. Vnit¯nÌ elektrony
jsou vazebn˝mi efekty ovlivnÏny jen nepatrnÏ a navÌc difrak-
tujÌ i p¯i vyööÌch ˙hlech, takûe lze s pouûitÌm vysoko˙hlov˝ch
difrakcÌ zÌskat spr·vnÏjöÌ polohy atom˘.

1

V
F Fhkl hkl

hkl

obs calc−∑d i

Fhkl
obs

Fhkl
calc

Fhkl
calc

Fhkl
calc

Fhkl
calc

Obr. 2. V˝sledky X-X up¯esÚov·nÌ dihydr·tu oxalovÈ kyseliny14;
X-X mapa deformaËnÌ elektronovÈ hustoty v rovinÏ molekuly oxalovÈ
kyseliny ukazuje kovalentnÌ vazby a volnÈ elektronovÈ p·ry na ato-
mech kyslÌku, vrstevnice po 0,05 e.Åñ3, kladnÈ vrstevnice jsou plnÈ,
nulovÈ vrstevnice teËkovanÈ a z·pornÈ vrstevnice p¯eruöovanÈ Ë·ry
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X-X up¯esÚov·nÌ se stalo ˙spÏönou metodou pro zobrazo-
v·nÌ elektronov˝ch hustot v krystalech. PouûÌv· se dodnes
spolu s modernÏjöÌmi postupy popsan˝mi nÌûe. TÈma X-X
a X-N deformaËnÌch elektronov˝ch hustot bylo jiû v ËeskÈ
literatu¯e zpracov·no v p¯ehlednÈm refer·tu13 a nebudeme se
jÌm zde d·le zab˝vat.

5. UrËov·nÌ atomov˝ch n·boj˘

Kappa up¯esÚov·nÌ je up¯esÚov·nÌ krystalovÈ struktury
metodou nejmenöÌch Ëtverc˘ na z·kladÏ κ-formalismu1, coû je
pomÏrnÏ jednoduch˝ model, kter˝ umoûÚuje popsat p¯esun
elektronovÈ hustoty mezi atomy dÌky tomu, ûe oddÏluje di-
frakci na vnit¯nÌch a valenËnÌch elektronech atomu. V r·mci
modelu jsou atomy v krystalu st·le povaûov·ny za sfÈricky
symetrickÈ, ale mohou si navz·jem vymÏÚovat elektrony a mo-
hou mÏnit svoji velikost. Elektronov· hustota atomu je po-
ps·na vztahem:

ρatom(r) = ρcore(r) + Pv κ3ρvalence(κr) (8)

kde funkce ρcore je sfÈricky zpr˘mÏrovan· elektronov· hustota
p¯ÌsluöejÌcÌ vnit¯nÌm elektron˘m a ρvalence je sfÈricky zpr˘mÏ-
rovan· elektronov· hustota p¯ÌsluöejÌcÌ valenËnÌm elektron˘m
atomu. PopulaËnÌ parametr valenËnÌ slupky Pv ud·v· poËet
valenËnÌch elektron˘; atomovÈ n·boje je moûno vypoËÌst jako
(Nv ñ Pv), kde Nv je poËet valenËnÌch elektron˘ v izolovanÈm
atomu. Radi·lnÌ parametr κ popisuje roztaûenÌ Ëi smrötÏnÌ
valenËnÌ sfÈry atomu. Pokud platÌ κ > 1, stejn· elektronov·
hustota jako u izolovanÈho atomu se nach·zÌ v menöÌ vzd·le-
nosti r od j·dra, a tudÌû je atom smrötÏn ve srovn·nÌ s izolova-
n˝m atomem. Analogicky pro κ <1 je atom roztaûen, protoûe
stejn· elektronov· hustota se nach·zÌ ve vÏtöÌ vzd·lenosti r od
j·dra. Funkce ρcore a ρvalence jsou pro kaûd˝ atom pevnÏ defi-
nov·ny. Parametry Pv a κ se up¯esÚujÌ spolu s polohov˝mi
a teplotnÌmi parametry atom˘ metodou nejmenöÌch Ëtverc˘.
Typick˝m v˝sledkem kappa up¯esÚov·nÌ jsou pr·vÏ hodnoty
parametr˘ Pv a κ, kterÈ poskytujÌ informace o atomov˝ch
n·bojÌch a roztaûenÌ Ëi smrötÏnÌ atom˘ v krystalu (tab. I).

Tabulka I
V˝sledky kappa up¯esÚov·nÌ krystalu dihydr·tu kyseliny oxa-
lovÈ (obr. 1a). AtomovÈ n·boje q jsou vypoËteny ze vztahu
(Nv ñ Pv), kde Nv je poËet valenËnÌch elektron˘ izolovanÈho
atomu14

Atom Pv [e] κ q [e]

C1 3,78 (2) 1,056 (3) +0,22 (2)
O1 6,31 (1) 0,995 (2) ñ0,31 (1)
O2 6,43 (1) 0,988 (2) ñ0,43 (1)
O3 6,41 (2) 0,988 (2) ñ0,41 (2)
H1 0,69 (1) 1,2a +0,31 (1)
H2 0,69 (1) 1,2a +0,31 (1)
H3 = H2b 1,2a = H2b

a Parametry k vöech vodÌkov˝ch atom˘ byly fixov·ny, d˘vody
viz1, 14, b atomovÈ n·boje H2 a H3 byly v pr˘bÏhu kappa
up¯esÚov·nÌ udrûov·ny stejnÈ

V˝sledky kappa up¯esÚov·nÌ oxalovÈ kyseliny (obr. 1a)
uk·zanÈ v tabulce I jsou v souladu s konceptem elektronega-
tivity; nap¯Ìklad uhlÌkov˝ atom C1 nese kladn˝ n·boj, protoûe
elektronovou hustotou mu odËerpaly dva elektronegativnÏjöÌ
atomy kyslÌku O1 a O2. V souladu s teoretick˝m p¯edpokla-
dem je tÈû smrötÏnÌ kladnÏ nabit˝ch atom˘ a roztaûenÌ atom˘
z·pornÏ nabit˝ch. ZnamÈnka atomov˝ch n·boj˘ vöak nelze
Ëasto odvodit pomocÌ takto jednoduch˝ch postup˘. Naopak,
atomovÈ n·boje urËenÈ pomocÌ kappa up¯esÚov·nÌ se Ëasto liöÌ
od n·boj˘ p¯edpovÌdan˝ch nap¯Ìklad s pouûitÌm öiroce popu-
l·rnÌho oktetovÈho pravidla, a dokazujÌ tak jeho omezenou
platnost14.

6. UrËov·nÌ n·bojov˝ch hustot

TermÌn n·bojov· hustota (charge density) se pouûÌv· ve
stejnÈm v˝znamu jako termÌn elektronov· hustota (electron
density). V obou p¯Ìpadech se jedn· o rozmÌstÏnÌ elektron˘,
p¯esnÏji ¯eËeno hustoty elektron˘ Ëi hustoty n·boje v krystalu.
Jedin˝ rozdÌl spoËÌv· ve skuteËnosti, ûe termÌnu elektronov·
hustota se ËastÏji uûÌv· v souvislosti s v˝öe popsan˝m X-X
up¯esÚov·nÌm, zatÌmco termÌnu n·bojov· hustota se ËastÏji
uûÌv· v souvislosti s nÌûe popsan˝m multipÛlov˝m up¯esÚo-
v·nÌm.

6 . 1 . M u l t i p Û l o v È u p ¯ e s Ú o v · n Ì

NesfÈrickou elektronovou hustotu v krystalu je moûno
zviditelnit pomocÌ v˝öe popsanÈho X-X up¯esÚov·nÌ, ale ma-
xima a minima na X-X map·ch deformaËnÌ elektronovÈ hus-
toty nejsou nijak pops·na. K popisu elektronovÈ hustoty v kry-
stalu je nutno pouûÌt pokroËilejöÌch model˘. V uplynul˝ch
30 letech si nejvÏtöÌ popularitu zÌskaly takzvanÈ asfÈrickÈ
pseudoatomovÈ modely10. Po prvnÌch teoretick˝ch studiÌch15,16

byly asfÈrickÈ pseudoatomovÈ modely zavedeny do v˝poËet-
nÌch program˘ pro rentgenostrukturnÌ anal˝zu. VÏtöina stu-
diÌ n·bojov˝ch hustot v krystalech byla provedena programy
LSEXP (cit.17), VALRAY (cit.18), POP (cit.19) a MOLLY
(cit.2). Z¯ejmÏ nejpopul·rnÏjöÌm z tÏchto program˘ je MOLLY,
kter˝ pouûÌv· variantu asfÈrickÈho pseudoatomovÈho modelu
naz˝vanou multipÛlov˝ model, zaloûenÈho na multipÛlovÈm
formalismu. MultipÛlov˝ model byl pozdÏji zaveden i do dvou
modernÌch program˘ XD (cit.20) a JANA2000 (cit.21).

MultipÛlovÈ up¯esÚov·nÌ je up¯esÚov·nÌ krystalovÈ struk-
tury metodou nejmenöÌch Ëtverc˘ na z·kladÏ multipÛlovÈho
formalismu2. P¯edpokl·d· se, ûe atomy si mohou vymÏÚovat
elektrony, a navÌc mohou b˝t nesfÈrickÈ. Elektronov· hustota
atomu je pops·na vztahem:

ρatom(r) = ρcore(r) + Pv κ3ρvalence(κr) +

+ (9)

kde vektor r a sou¯adnice r, θ, ϕ jsou d·ny pomocÌ lok·lnÌho
sou¯adnicovÈho systÈmu definovanÈho uûivatelem na kaûdÈm
atomu. Celkov· elektronov· hustota na atomu se zÌsk· seËte-
nÌm t¯Ì Ëlen˘. V˝znam prvnÌch dvou Ëlen˘ je stejn˝ jako
v p¯ÌpadÏ kappa up¯esÚov·nÌ (rovnice (8)). T¯etÌ Ëlen, obsahu-

κ κ θ ϕí
=0

max

l

l

l lm lm
m

l

R r P d∑ ∑ ± ±
=

í ,b g b g
0
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jÌcÌ dvÏ sumace, mÏnÌ atomovou elektronovou hustotu na
nesfÈrickou. Rl jsou radi·lnÌ funkce Slaterova typu a dlm± jsou
angul·rnÌ funkce, naz˝vanÈ tÈû multipÛlovÈ hustotnÌ funkce
nebo jen multipÛlovÈ funkce Ëi multipÛly. Tvary radi·lnÌch
a angul·rnÌch funkcÌ jsou pevnÏ d·ny. Angul·rnÌ funkce se
tvarem velmi podobajÌ atomov˝m orbital˘m a jejich orientace
v prostoru je definov·na lok·lnÌm sou¯adnicov˝m systÈmem
na danÈm atomu. Plm± jsou multipÛlovÈ populaËnÌ parametry,
ud·vajÌcÌ p¯esuny elektron˘ v r·mci multipÛlov˝ch funkcÌ.
Parametr κí popisuje roztaûenÌ Ëi smrötÏnÌ nesfÈrickÈ elek-
tronovÈ  hustoty  popsanÈ pomocÌ radi·lnÌch a  angul·rnÌch
funkcÌ.

P¯i multipÛlovÈm up¯esÚov·nÌ se kromÏ polohov˝ch a tep-
lotnÌch parametr˘ atom˘ up¯esÚujÌ metodou nejmenöÌch Ëtver-
c˘ jeötÏ parametry Pv, κ, Plm± a κí. Prost¯ednictvÌm tÏchto
parametr˘ je pops·na n·bojov· hustota v krystalu, Ëehoû lze
vyuûÌt pro vykreslov·nÌ modelov˝ch map deformaËnÌch elek-
tronov˝ch hustot (obr. 3a, 3b). ModelovÈ mapy jsou typick˝m
v˝sledkem multipÛlovÈho up¯esÚov·nÌ. N·zev modelovÈ vy-
pl˝v· ze skuteËnosti, ûe jsou zaloûeny v˝hradnÏ na paramet-
rech zÌskan˝ch z multipÛlovÈho modelu. Ve srovn·nÌ s X-X
mapami vykazujÌ modelovÈ mapy deformaËnÌch elektrono-
v˝ch hustot ost¯ejöÌ pÌky a netrpÌ tolik experiment·lnÌm öu-
mem (srovnej s obr. 2). Dynamick· modelov· mapa deformaË-
nÌ elektronovÈ hustoty se poËÌt· v reciprokÈm prostoru pomocÌ
Fourierovy transformace. Mapa se naz˝v· dynamick·, neboù
zobrazuje elektronovou hustotu se zauvaûov·nÌm teplotnÌch
pohyb˘ atom˘. Statick· modelov· mapa deformaËnÌ elektro-
novÈ hustoty se poËÌt· v re·lnÈm prostoru p¯Ìm˝m vykresle-
nÌm modelovÈ elektronovÈ hustoty. N·zev statick· plyne ze
skuteËnosti, ûe teplotnÌ pohyby atom˘ jsou z v˝poËtu vypuö-
tÏny, a mapa tudÌû ukazuje elektronovou hustotu v hypotetic-
kÈm krystalu, v nÏmû jsou vöechny atomy v klidu. P¯esn˝
popis modelov˝ch map deformaËnÌ elektronovÈ hustoty lze
nalÈzt v literatu¯e2,10.

6 . 2 . D a l ö Ì m o û n o s t i

PrvnÌ studia n·bojov˝ch hustot byla prov·dÏna na jedno-
duch˝ch krystalech obsahujÌcÌch lehkÈ atomy, protoûe u nich
jsou vazebnÈ efekty nejsn·ze pozorovatelnÈ. Studia se ome-
zovala na krystaly s centrosymetrick˝mi prostorov˝mi grupa-
mi kv˘li p¯esnÏjöÌmu urËenÌ f·zÌ strukturnÌch faktor˘. V sou-
ËasnÈ dobÏ se dÌky vyuûitÌ ploön˝ch detektor˘, modernÌch
technik chlazenÌ krystal˘ a synchrotronovÈho z·¯enÌ studujÌ
i krystaly obsahujÌcÌ tÏûöÌ atomy z prvnÌ ¯ady p¯echodn˝ch
kov˘22 a sloûitÏjöÌ krystaly s necentrosymetrick˝mi prostoro-
v˝mi grupami23. DÌky rozvoji v˝poËetnÌ techniky lze experi-
ment·lnÌ v˝sledky porovn·vat s kvantovÏ chemick˝mi v˝poËty.

ModernÌ studie n·bojov˝ch hustot v krystalech jsou zalo-
ûeny vÏtöinou na multipÛlovÈm modelu a modelov˝ch map·ch
deformaËnÌch elektronov˝ch hustot24. JednÌm z d˘vod˘ je
skuteËnost, ûe modelovÈ mapy jsou narozdÌl od X-X map
vhodnÈ pro topologickou anal˝zu. Topologick· anal˝za elek-
tronovÈ hustoty je podloûena teoriÌ AIM (Atoms In Molecules)
(cit.25) a pracuje jednak s celkovou elektronovou hustotou
v krystalu ρ a jednak s laplaci·nem elektronovÈ hustoty ∇2ρ.
Nejv˝znamÏjöÌmi topologick˝mi prvky jsou takzvanÈ kritickÈ
body, v nichû jsou nÏkterÈ derivace elektronovÈ hustoty nulo-
vÈ. Z·kladnÌmi kritick˝mi body jsou maxima elektronovÈ
hustoty na j·drech atom˘, dalöÌmi jsou nap¯Ìklad sedlovÈ body
kovalentnÌch vazeb. PomocÌ kritick˝ch bod˘ definuje topolo-
gick· anal˝za dalöÌ pojmy jako π-charakter vazby, elipticita
vazby apod., a umoûÚuje tak jednoznaËnÏ kvantifikovat a po-
rovn·vat r˘znÈ typy meziatomov˝ch interakcÌ. Z v˝öe uvede-
nÈho plyne, ûe v topologickÈ anal˝ze hrajÌ klÌËovou roli deri-
vace elektronovÈ hustoty. Z modelov˝ch elektronov˝ch hustot
se derivace poËÌtajÌ snadno, neboù tyto mapy neobsahujÌ tolik
experiment·lnÌho öumu, kter˝ se v p¯ÌpadÏ X-X elektronov˝ch
hustot projevÌ jako zvlnÏnÌ na map·ch a n·slednÏ jako faleönÈ
kritickÈ body v topologickÈ anal˝ze (srovnej obr. 2, 3).

a b

Obr. 3. V˝sledky multipÛlovÈho up¯esÚov·nÌ dihydr·tu oxalovÈ kyseliny14; mapy n·bojov˝ch hustot v rovinÏ molekuly oxalovÈ kyseliny
ukazujÌ kovalentnÌ vazby a volnÈ elektronovÈ p·ry; a) mapa dynamickÈ modelovÈ deformaËnÌ elektronovÈ hustoty; b) mapa statickÈ modelovÈ
deformaËnÌ elektronovÈ hustoty; vrstevnice jako na obr. 2
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Ze zn·mÈho rozloûenÌ elektronovÈ hustoty v krystalu je
moûno poËÌtat elektrostatickÈ momenty, jako jsou monopÛlo-
vÈ, dipÛlovÈ, kvadrupÛlovÈ i vyööÌ momenty. MonopÛlovÈ
momenty jsou skal·rnÌ veliËiny odpovÌdajÌcÌ atomov˝m n·bo-
j˘m. PrvnÌ dipÛlov˝ moment byl z rentgenostrukturnÌch dat
urËen v roce 1970 Stewartem26. V˝sledky dosaûenÈ v oblasti
experiment·lnÌho urËov·nÌ elektrostatick˝ch moment˘ do ro-
ku 1992 byly shrnuty Spackmanem27.

Elektrostatick˝ potenci·l, kter˝ je rovnÏû moûno urËit na
z·kladÏ znalosti rozloûenÌ elektronovÈ hustoty v krystalu, je
definov·n jako energie pot¯ebn· k p¯enosu jednotkovÈho klad-
nÈho n·boje z nekoneËna do danÈho mÌsta. Elektrostatick˝
potenci·l je d˘leûit· veliËina, kter· hraje roli p¯i interakcÌch
molekul a molekul·rnÌm rozpozn·v·nÌ.

Molekuly v krystalovÈ struktu¯e spolu navz·jem interagu-
jÌ, takûe je moûno studovat vliv mezimolekul·rnÌch interakcÌ
na rozloûenÌ elektronovÈ hustoty v krystalu. Velmi d˘leûit˝mi
mezimolekulov˝mi interakcemi jsou vodÌkovÈ vazby, kterÈ
byly studov·ny pomocÌ map n·bojov˝ch hustot v ¯adÏ mole-
kul10.

MultipÛlovÈ parametry popisujÌ jak nesfÈrickou elektro-
novou hustotu na atomu, jako je nap¯Ìklad nesfÈrickÈ rozmÌs-
tÏnÌ elektron˘ v atomov˝ch orbitalech, tak sfÈrickou elek-
tronovou hustotu, kter· je lokalizov·na ve vazb·ch. V p¯ÌpadÏ
komplex˘ p¯echodn˝ch kov˘ je elektronov· hustota ve vaz-
b·ch kovñligand zanedbateln· a vÏtöina elektronovÈ hustoty
je soust¯edÏna v nevazebn˝ch d-orbitalech. P¯i ˙plnÈm zane-
db·nÌ elektronovÈ hustoty ve vazb·ch kovñligand je moûno
odhadnout populace d-orbital˘ centr·lnÌho atomu p¯Ìmo na
z·kladÏ multipÛlov˝ch populaËnÌch parametr˘ Plm± zÌskan˝ch
z multipÛlovÈho up¯esÚov·nÌ28.

7. ShrnutÌ

VÏtöina elektronovÈ hustoty v krystalech je umÌstÏna sfÈ-
ricky kolem jader atom˘. Na tento fakt spolÈh· standardnÌ
rentgenostrukturnÌ anal˝za, kter· spoËÌv· ve vyhled·v·nÌ ma-
xim elektronovÈ hustoty v krystalu a p¯i¯azov·nÌ tÏchto maxim
atom˘m. Typick˝m v˝sledkem standardnÌ rentgenostrukturnÌ
anal˝zy monokrystal˘ je kompletnÌ informace o poloh·ch
atom˘ v krystalu.

Z difrakËnÌch dat je ovöem moûno zÌskat dalöÌ informace
t˝kajÌcÌ se rozloûenÌ elektronovÈ hustoty v krystalu. NamÏ¯Ì-
me-li dostateËnÏ kvalitnÌ difrakËnÌ data, m˘ûeme s ˙spÏchem
pouûÌt X-X up¯esÚov·nÌ, kappa up¯esÚov·nÌ nebo multipÛlovÈ
up¯esÚov·nÌ. Metoda X-X up¯esÚov·nÌ poskytuje mapy defor-
maËnÌ  elektronovÈ  hustoty,  na nichû  jsou  vidÏt  nap¯Ìklad
kovalentnÌ vazby a volnÈ elektronovÈ p·ry. Metoda kappa
up¯esÚov·nÌ poskytuje informace o atomov˝ch n·bojÌch.

V souËasnÈ dobÏ se pro p¯esn· studia n·bojov˝ch hustot
nejvÌce pouûÌv· metody multipÛlovÈho up¯esÚov·nÌ. Tato me-
toda pomocÌ multipÛlov˝ch parametr˘ plnÏ popisuje elektro-
novou hustotu v krystalu a poskytuje mapy modelov˝ch de-
formaËnÌch elektronov˝ch hustot, kterÈ jsou vhodnÈ pro topo-
logickou anal˝zu. PomocÌ multipÛlov˝ch parametr˘ lze tÈû
urËovat atomovÈ n·boje, dipÛlovÈ a vyööÌ elektrostatickÈ mo-
menty, vykreslovat mapy elektrostatick˝ch potenci·l˘, urËo-
vat populace d-orbital˘ p¯echodn˝ch kov˘ nebo studovat me-
zimolekulovÈ interakce.

Studia n·bojov˝ch hustot v krystalech jsou uû ve svÏtÏ

pomÏrnÏ bÏûn·. PrvnÌ studie se ve svÏtÏ objevily v 60. a 70.
letech. P¯ehled stavu problematiky v roce 1977 lze najÌt v li-
teratu¯e29. V roce 1978 vyöel z·kladnÌ Ël·nek pojedn·vajÌcÌ
o multipÛlovÈm up¯esÚov·nÌ2 a v roce 1979 vyöel z·kladnÌ
Ël·nek pojedn·vajÌcÌ o kappa up¯esÚov·nÌ1. V n·sledujÌcÌch
letech se obor rychle rozvÌjel a pracÌ zab˝vajÌcÌch se detaily
rozloûenÌ elektronovÈ hustoty v krystalech p¯ib˝valo dÌky
zdokonalov·nÌ p¯ÌstrojovÈ i v˝poËetnÌ techniky. Koncem 90.
let obor vyzr·l, multipÛlov˝ formalismus byl pops·n v mezi-
n·rodnÌch tabulk·ch pro krystalografii30, objevily se prvnÌ
anglicky psanÈ uËebnice10,31 a p¯ehledn˝ refer·t shrnujÌcÌ stav
tematiky na p¯elomu stoletÌ24.

V »eskÈ republice se praktick˝m studiem n·bojov˝ch
hustot v krystalech dlouho nikdo nezab˝val. V roce 1981 vyöla
skripta5 a Ël·nek32 se struËn˝m popisem problematiky, v roce
1985 vyöel v Chemick˝ch listech p¯ehledn˝ refer·t shrnujÌcÌ
stav problematiky ve svÏtÏ13. Z¯ejmÏ prvnÌ studia atomov˝ch
n·boj˘ pomocÌ kappa up¯esÚov·nÌ a n·bojov˝ch hustot pomo-
cÌ multipÛlovÈho up¯esÚov·nÌ se objevila v dizertaËnÌ pr·ci
z roku 2001(cit.14), kter· prok·zala, ûe studium detail˘ rozlo-
ûenÌ elektronovÈ hustoty v krystalech, aË experiment·lnÏ vel-
mi n·roËnÈ, je moûnÈ i v naöich podmÌnk·ch.
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1. ⁄vod

V pr˘bÏhu let se plynov· chromatografie (GC) stala nejen
jednou z nejrozöÌ¯enÏjöÌch metod analytickÈ chemie, ale pro-
sadila se i jako metoda vhodn· ke sledov·nÌ dynamiky sorp-
ËnÌch, katalytick˝ch Ëi difuznÌch proces˘1ñ6 a jako d˘leûit·
metoda stanovenÌ nÏkter˝ch rovnov·ûn˝ch fyzik·lnÏ-chemic-
k˝ch vlastnostÌ l·tek3,5,6. UplatnÏnÌ plynovÈ chromatografie ve
fyzik·lnÌ chemii vych·zÌ ze z·kladnÌch princip˘ separaËnÌho
procesu, zaloûenÈho na rovnov·ûnÈ distribuci l·tky mezi mo-
bilnÌ a stacion·rnÌ f·zÌ v systÈmu chromatografovan· l·t-

kañmobilnÌ f·zeñstacion·rnÌ f·ze. Tuto distribuci lze vyj·d¯it
distribuËnÌ konstantou KD, definovanou v˝razem

KD = (1)

kde c oznaËuje rovnov·ûnou koncentraci, n je l·tkovÈ mnoû-
stvÌ v p¯ÌsluönÈm objemu f·ze V a indexy s a m odpovÌdajÌ
stacion·rnÌ, respektive mobilnÌ f·zi.

DistribuËnÌ konstanta ˙zce souvisÌ s experiment·lnÏ do-
stupn˝mi chromatografick˝mi veliËinami, retenËnÌm obje-
mem (VR) Ëi retenËnÌm Ëasem (tR). Za urËit˝ch zjednoduöujÌ-
cÌch p¯edpoklad˘ (viz d·le) lze tÈto skuteËnosti vyuûÌt ke
stanovenÌ v˝parn˝ch tepel (∆vapHm) a tlak˘ nasycen˝ch par
(p0) Ëist˝ch l·tek, dvou veliËin, kterÈ jsou spolu v·z·ny jed-
noduch˝m exaktnÌm vztahem, Clapeyronovou rovnicÌ.

V souËasnÈ dobÏ existuje cel· ¯ada p¯Ìm˝ch (nechromato-
grafick˝ch) experiment·lnÌch technik pro stanovenÌ ∆vapHm
i p0. V p¯ÌpadÏ v˝parn˝ch tepel je za nejp¯esnÏjöÌ povaûov·na
metoda kalorimetrick·. JejÌ nejefektivnÏjöÌ vyuûitÌ je vöak
omezeno na relativnÏ ˙zk˝ okruh tÏkav˝ch l·tek, jejichû tlak
se pohybuje v rozmezÌ 10 kPa < p0 < 100 kPa p¯i teplot·ch do
373 K. V p¯ÌpadÏ stanovenÌ tlak˘ nasycen˝ch par jsou pro
oblast p0 < 1 Pa povaûov·ny za nejp¯esnÏjöÌ metoda nosnÈho
plynu (Ñgas saturation methodì) a metoda zaloûen· na efuzi
(Ñeffusion methodì). Pro  uvedenou  oblast  tlak˘  jsou  tyto
metody doporuËov·ny jak Organization for Economic Coope-
ration and Development (OECD), tak Environmental Protec-
tion Agency7 (EPA). ObÏ metody vöak vyûadujÌ mimo¯·dnou
peËlivost pro zÌsk·nÌ reprodukovateln˝ch v˝sledk˘ (mal· kon-
taminace vzork˘ nÌûe vroucÌmi neËistotami nebo nekompletnÌ
odplynÏnÌ zp˘sobujÌ v˝raznou chybu v mÏ¯enÌ) a obÏ jsou
experiment·lnÏ a ËasovÏ n·roËnÈ.

V porovn·nÌ s klasick˝mi metodami mÏ¯enÌ ∆vapHm a p0,
m· plynov· chromatografie obecnÏ ¯adu p¯ednostÌ. Mezi nej-
d˘leûitÏjöÌ p¯ednosti pat¯Ì: a) je vhodn· pro l·tky, kterÈ nelze
p¯ipravit ve vÏtöÌm mnoûstvÌ nebo o poûadovanÈ ËistotÏ, vËet-
nÏ l·tek jedovat˝ch a chemicky nest·l˝ch, b) je rychl·, c) jsou-
-li hodnoty retenËnÌch Ëas˘ dostateËnÏ rozdÌlnÈ, umoûÚuje
mÏ¯enÌ ¯ady l·tek najednou, d) umoûÚuje mÏ¯enÌ v öirokÈm
rozsahu p¯esnÏ voliteln˝ch teplot a e) p¯ÌstrojovÏ je na trhu
dob¯e zabezpeËena velk˝m v˝bÏrem komerËnÌch chromato-
graf˘ s vysok˝m stupnÏm automatizace. PouûitÌ chromatogra-
fickÈ metody m· vöak i sv· ˙skalÌ. K nim pat¯Ì problÈmy
spojenÈ se zÌsk·nÌm chemicky p¯esnÏ definovan˝ch stacion·r-
nÌch f·zÌ a zejmÈna pak problÈmy souvisejÌcÌ s korektnÌm
fyzik·lnÌm popisem interakce typu chromatografovan· l·tka
(solut) ñ zakotven· f·ze (solvent), navÌc v systÈmu, kde se
mohou uplatnit i dalöÌ typy rovnov·ûn˝ch interakcÌ.

V poslednÌ dobÏ se poda¯ilo ¯adu dÌlËÌch problÈm˘ vy¯eöit
a celkovÏ se zd·, ûe fyzik·lnÏ-chemickÈ aplikace plynovÈ
chromatografie proûÌvajÌ svoji renesanci. JednÌm z hlavnÌch
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d˘vod˘ je pravdÏpodobnÏ skuteËnost, ûe l·tky, jejichû tlaky
nasycen˝ch par p¯i pokojovÈ teplotÏ se pohybujÌ v rozmezÌ
10ñ7ñ102 Pa, nab˝vajÌ na st·le vÏtöÌm v˝znamu jak v techno-
logiÌch, tak p¯i sledov·nÌ kvality ûivotnÌho prost¯edÌ. Je to
exponovan· oblast, kter· je v poslednÌch letech st¯edem z·jmu
öirokÈ ve¯ejnosti. UveÔme jako p¯Ìklad typickÈ zdroje zneËiö-
tÏnÌ, kterÈ jsou spojeny s automobilovou dopravou a zemÏ-
dÏlstvÌm. S rozvojem automobilovÈho pr˘myslu nar˘st· v˝-
znam alken˘ (p¯edevöÌm iso-olefin˘) ve v˝fukov˝ch plynech
jakoûto d˘sledek jejich zv˝öenÈho podÌlu p¯i v˝robÏ nov˝ch
typ˘ oxidaËnÌch aditiv. V zemÏdÏlstvÌ roste v˝znam l·tek,
kterÈ se dost·vajÌ do ovzduöÌ p¯i aplikaci pesticid˘ (nenÌ bez
zajÌmavosti, ûe souËasnÈ normy vyûadujÌ data o tlacÌch nasy-
cen˝ch par jako souË·st û·dosti o registraci kaûdÈho novÈho
pesticidnÌho p¯Ìpravku8) a podobnÏ nar˘st· i v˝znam l·tek
pouûÌvan˝ch k ochranÏ rostlin p¯ed hmyzÌmi ök˘dci v r·mci
systÈmu tzv. integrovanÈ ochrany (semiochemik·lie). Tyto
p¯ÌrodnÌ l·tky (obvykle line·rnÌ Ëi vÏtvenÈ alkoholy, acet·ty
nebo aldehydy, p¯ev·ûnÏ s jednou nebo dvÏma dvojn˝mi
vazbami) sice nemajÌ negativnÌ dopad na ûivotnÌ prost¯edÌ, ale
znalost jejich fyzik·lnÏ-chemick˝ch charakteristik p¯i Ñpoko-
jovÈî teplotÏ (~25 ∞C) je nutn· pro optimalizaci pomÏru kom-
ponent ve vÌcesloûkov˝ch syntetick˝ch n·vnad·ch i pro mo-
delov·nÌ jejich transportu.

Je z¯ejmÈ, ûe klasickÈ metody mÏ¯enÌ ∆vapHm a p0 nelze
vzhledem k jejich experiment·lnÌ a ËasovÈ n·roËnosti apliko-
vat na velkÈ soubory line·rnÌch, vÏtven˝ch i cyklick˝ch ole-
fin˘, insekticid˘, rodenticid˘, fungicid˘ Ëi semiochemik·liÌ.
ChromatografickÈ stanovenÌ tÏchto veliËin je nepochybnÏ ra-
cion·lnÌm ¯eöenÌm problÈmu, a je mu proto po z·sluze v po-
slednÌ dobÏ vÏnov·na zv˝öen· pozornost.

Tato studie se vÏnuje souËasn˝m moûnostem stanovenÌ
∆vapHm a p0 Ëist˝ch l·tek z retenËnÌch dat plynovÈ chromato-
grafie, hodnocenÌ jednotliv˝ch metod a poskytuje z·kladnÌ p¯e-
hled zejmÈna nov˝ch liter·rnÌch zdroj˘. Sv˝m zamÏ¯enÌm stu-
die navazuje na staröÌ pr·ce9,10 publikovanÈ v tomto Ëasopise.

2. Souhrn z·kladnÌch pojm˘
chromatografickÈ separace

Pro podrobnÈ odvozenÌ vztah˘ a odpovÌdajÌcÌ teoretickou
diskusi odkazujeme na p˘vodnÌ literaturu1ñ6. CÌlem tÈto Ë·sti
je pouze struËnÈ shrnutÌ z·kladnÌch definic a d˘leûit˝ch vztah˘
mezi retenËnÌmi a termodynamick˝mi veliËinami, kterÈ majÌ
usnadnit orientaci Ëten·¯e v textu dalöÌch kapitol. S ohledem
na rozsah tÈmatu se omezÌme na situace, kde a) v chromato-
grafickÈm systÈmu je dosaûeno rovnov·hy, b) neuplatÚujÌ se
minoritnÌ adsorpËnÌ mechanismy retence, c) jedn· se o eluËnÌ
chromatografii p¯i efektivnÏ nekoneËnÈm z¯edÏnÌ solutu (platÌ
Henryho z·kon) a d) chov·nÌ nosnÈho plynu i par analyzovanÈ
l·tky lze popsat stavovou rovnicÌ ide·lnÌho plynu.

2 . 1 . R e t e n Ë n Ì c h a r a k t e r i s t i k y

RetenËnÌ charakteristiky v plynovÈ chromatografii m˘ûe-
me form·lnÏ rozdÏlit do dvou kategoriÌ ñ na kategorii veliËin
absolutnÌch a kategorii veliËin relativnÌch. Do prvÈ katego-
rie pat¯Ì veliËiny odvozenÈ z (celkovÈho) retenËnÌho Ëasu tR
a (celkovÈho) retenËnÌho objemu VR. Vztah mezi nimi je d·n
v˝razem

VR = Fc tR (2)

kde Fc je objemov˝ pr˘tok mobilnÌ f·ze mÏ¯en˝ p¯i teplotÏ
kolony nebo na tuto teplotu korigovan˝. Pro retenËnÌ Ëas
i retenËnÌ objem d·le platÌ

tR = tM + (3)

VR = VM + (4)

kde veliËiny a oznaËujeme jako adjustovan˝ retenËnÌ
Ëas a adjustovan˝ retenËnÌ objem, tM je tzv. mrtv˝ retenËnÌ
Ëas (retenËnÌ Ëas l·tky neinteragujÌcÌ se stacion·rnÌ f·zÌ) a VM
(VM = Fc tM) je mrtv˝ retenËnÌ objem.

Vzhledem k expanzi plyn˘ p¯i pr˘chodu kolonou je objem
nosnÈho plynu pot¯ebn˝ k eluci inertnÌ sloûky VM, mÏ¯en˝ na
v˝stupu z kolony, vÏtöÌ neû voln˝ objem kolony Vm. Proto byl
zaveden korekËnÌ faktor j (James˘v-Martin˘v faktor) defino-
van˝ vztahem

j = (5)

kde pi a p0 jsou tlaky na vstupu a v˝stupu chromatografickÈ
kolony.

Pro tzv. korigovan˝ retenËnÌ objem a korigovan˝ mrt-
v˝ objem pak platÌ

= jVR = jFc tR (6)

= jVM = jFc tM (7)

Provedeme-li korekci adjustovanÈho retenËnÌho objemu
, zÌsk·me tzv. Ëist˝ (net) retenËnÌ objem VN

VN = j = Fc j = KDVS (8)

kter˝ je p¯Ìmo z·visl˝ na distribuËnÌ konstantÏ a vztaûenÌm VN
na 1 g stacion·rnÌ f·ze a na 0 ∞C zÌsk·me vztah pro specifick˝
retenËnÌ objem ve tvaru

(9)

kde ws je hmotnost stacion·rnÌ f·ze v gramech a Tc je teplota
kolony v K.

Vzhledem k tomu, ûe specifick˝ retenËnÌ objem zahr-
nuje korekce na pr˘tok nosnÈho plynu, tlakov˝ sp·d v kolonÏ,
teplotu a mnoûstvÌ stacion·rnÌ f·ze, a je tedy p¯esnÏ definova-
nou veliËinou, m· pr·vÏ velk˝ v˝znam p¯i urËov·nÌ ter-
modynamick˝ch dat z plynovÏ chromatografick˝ch mÏ¯enÌ.
Chyba v experiment·lnÌm stanovenÌ jednotliv˝ch korekËnÌch
faktor˘ vöak pochopitelnÏ zatÏûuje chybou i hodnotu jako
absolutnÌ retenËnÌ charakteristiky. Proto jsou v praxi mnohem
ËastÏji vyuûÌv·ny relativnÌ retenËnÌ charakteristiky, kterÈ jsou
vztahov·ny buÔ na retenci jedinÈ standardnÌ l·tky, nebo na
retenci Ëlen˘ homologickÈ ¯ady standardnÌch l·tek (retenËnÌ
indexy). RelativnÌ retenËnÌ charakteristiky jsou (za stejn˝ch
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chromatografick˝ch podmÌnek) pouze funkcÌ distribuËnÌch
konstant analyzovanÈ l·tky (analytu) a standardu.

2 . 2 . T e r m o d y n a m i c k È c h a r a k t e r i s t i k y

PouûitÌ malÈho mnoûstvÌ vzork˘ a silnÏ z¯edÏn˝ch roztok˘
v plynovÈ chromatografii dovoluje s dobrou aproximacÌ apli-
kovat Henryho z·kon, podle kterÈho je parci·lnÌ tlak pi roz-
puötÏnÈ l·tky p¯Ìmo ˙mÏrn˝ mol·rnÌmu zlomku x. Pak

pi = kx = γ¥p0x (10)

kde p0 je tlak nasycen˝ch par ËistÈ l·tky p¯i teplotÏ systÈmu
a tlaku 101,325 kPa a γ¥ je aktivitnÌ koeficient p¯i nekoneËnÈm
z¯edÏnÌ (platÌ, ûe aktivitnÌ koeficient z·visÌ na koncentraci; pro
z¯edÏnÈ roztoky je roven konstantÏ a pro ide·lnÌ roztoky je
roven jednÈ).

VyuûitÌm Daltonova z·kona pro vyj·d¯enÌ celkovÈho tlaku
p a stavovÈ rovnice pro sloûku v plynnÈ f·zi dost·v·me po
dosazenÌ do rovnice (1) upraven˝ v˝raz pro distribuËnÌ kon-
stantu

KD = (11)

a kombinacÌ rovnice (11) s rovnicemi (8) a (9) zÌsk·v·me po
standardnÌch ˙prav·ch d˘leûit˝ v˝raz pro

(12)

kde M oznaËuje mol·rnÌ hmotnost stacion·rnÌ f·ze.
Podle rovnice (12) ovlivÚujÌ retenci chromatografovanÈ

l·tky pouze dvÏ, tuto l·tku charakterizujÌcÌ vlastnosti, γ¥ a p0.
V˝znamn˝m rysem rovnice (12) je rovnÏû skuteËnost, ûe
vöechny t¯i veliËiny ( , γ¥ a p0) jsou z·vislÈ pouze na teplotÏ.

Z·vislost tlaku nasycen˝ch par na teplotÏ vypl˝v· z Clau-
siovy-Clapeyronovy rovnice

(13)

AktivitnÌ koeficient solutu γ¥ v roztoku stacion·rnÌ kapa-
liny souvisÌ s mol·rnÌ dodatkovou smÏöovacÌ Gibbsovou ener-
giÌ ∆EGm vztahem

ln γ¥ = (14)

kde ∆EHm je mol·rnÌ dodatkov· smÏöovacÌ entalpie, ∆ESm
je mol·rnÌ dodatkov· smÏöovacÌ entropie. VeliËiny
oznaËujÌ termickou (entalpickou) a atermickou (entropickou)
sloûku aktivitnÌho koeficientu a jsou definov·ny rovnicemi

= exp[∆EHm /RT] (15)

= exp[ñ∆ESm /R] (16)

Entalpick· sloûka, kter· je obvykle dominujÌcÌ, m˘ûe b˝t
vyj·d¯ena vztahem11

(δ ñ δs)
2 (17)

kde v je mol·rnÌ objem solutu a δ a δs jsou tzv. rozpustnostnÌ
parametry solutu a stacion·rnÌ f·ze. Jejich stanovenÌ podrobnÏ
popisuje nap¯. Barton12.

Entropick· sloûka z·visÌ podle Floryho-Hugginsovy teo-
rie13 narozdÌlumol·rnÌchobjem˘solutu (v) astacion·rnÌ f·ze (vs):

(18)

Z·vislost aktivitnÌho koeficientu na teplotÏ je d·na vzta-
hem

(19)

Logaritmov·nÌm rovnice (12) a dosazenÌm za ln p0 a ln γ¥

z integrovan˝ch rovnic (13) a (19) dost·v·me

(20)

kde ∆sHm je parci·lnÌ mol·rnÌ v˝parnÈ teplo sloûky z kapalnÈ
stacion·rnÌ f·ze, kterÈ je aû na znamÈnko rovnÈ mol·rnÌmu
rozpouötÏcÌmu teplu ∆solHm. PlatÌ tedy

∆vapHm ñ ∆EHm = ∆sHm = ñ∆solHm (21)

V z·vÏru tÈto kapitoly p¯ipomeÚme, ûe pokud jde o limi-
tujÌcÌ podmÌnky a), c) a d) uvedenÈ v ˙vodu, lze je vÏtöinou
bez velk˝ch obtÌûÌ splnit d·vkov·nÌm mal˝ch mnoûstvÌ studo-
van˝ch l·tek a dodrûenÌm bÏûn˝ch chromatografick˝ch pra-
videl. Pokud jde o adsorpËnÌ efekty, m·me dvÏ moûnosti:
a) volÌme takovÈ podmÌnky, o kter˝ch je ze zkuöenosti zn·mo,
ûe uplatnÏnÌ adsorpËnÌch mechanism˘ eliminujÌ, Ëi alespoÚ
silnÏ minimalizujÌ (tzn. vylouËÌme anal˝zu pol·rnÌch l·tek na
nepol·rnÌch f·zÌch), nebo b) vyuûijeme rozöÌ¯enÈho tvaru rov-
nice (8) ve formÏ VN = KDVS + KI AI, kde KI p¯edstavuje pomÏr
koncentrace l·tky adsorbovanÈ ke koncentraci l·tky v plynnÈ
f·zi a AI je povrch kapalnÈ f·ze na gram n·plnÏ. RozöÌ¯en·
rovnice umoûÚuje vyhodnotit obÏ distribuËnÌ konstanty5,14,15

a zjistit podÌl adsorpce na retenci.

3. P¯ehled metod stanovenÌ v˝parn˝ch tepel
a tlak˘ nasycen˝ch par

3 . 1 . M e t o d a z a l o û e n ·
n a s e m i t e o r e t i c k È r o v n i c i

Na z·kladÏ podobnosti mezi separaËnÌmi procesy v desti-
laËnÌ a chromatografickÈ kolonÏ odvodili Hoare a Purnell16

vztah pro ve tvaru:
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+ 2,303C (a ñ 1) (22)

kde a = ∆sHm/∆vapHm a C je konstanta.
⁄prava rovnice (22) pomocÌ vztahu

2,303a log p0 = + aC
(23)

vede k v˝razu

ñ Cí (24)

a (s ohledem na definice a a ) k rovnici (25), kter· je totoûn·
s rovnicÌ (20).

+ Cí (25)

kde Cí oznaËuje obecnou konstantu.
Za p¯edpokladu konstantnÌho pr˘toku nosnÈho plynu chro-

matografickou kolonou  pro mÏ¯enou  sÈrii l·tek je moûnÈ
nahradit  ve v˝öe uveden˝ch  rovnicÌch specifick˝ retenËnÌ
objem lÈpe experiment·lnÏ dostupnou veliËinou, adjustova-
n˝m retenËnÌm Ëasem . Rovnice (25) pak p¯ech·zÌ na

+ Cí (26)

respektive

(27)

V˝znam rovnice (27) znaËnÏ stoupl po empirickÈm zjiö-
tÏnÌ Chickose17, ûe pro skupiny chemicky blÌzk˝ch l·tek je
z·vislost solvataËnÌho tepla na v˝parnÈm teple line·rnÌ. Z li-
ne·rnÌ z·vislosti ln(1/ ) = f(1/T) lze tedy nejprve stanovit
solvataËnÌ tepla, a ta pak korelovat s odpovÌdajÌcÌmi v˝parn˝-
mi teply standardnÌch l·tek, kter· byla stanovena jinou, nap¯.
kalorimetrickou metodou. V˝parnÈ teplo studovanÈ l·tky pak
pro zmÏ¯enou hodnotu ∆solHm odeËteme z grafu. PodmÌnkou
vöak je, aby pro studovanou l·tku bylo ∆solHm stanoveno
stejn˝m zp˘sobem a za stejn˝ch podmÌnek, jako tomu bylo
u l·tek standardnÌch. Ide·lnÌ je, kdyû rozdÌlnÈ hodnoty retenË-
nÌch Ëas˘ umoûÚujÌ vytvo¯it smÏs standardnÌch l·tek s l·tkami
mÏ¯en˝mi a provÈst chromatografick· mÏ¯enÌ najednou. Tento
postup byl v poslednÌ dobÏ öiroce uplatnÏn ¯adou autor˘17ñ21

pro stanovenÌ v˝parn˝ch tepel alken˘, cykloalken˘, line·rnÌch
i vÏtven˝ch uhlovodÌk˘, polyether˘ a polychlorovan˝ch bife-
nyl˘. Metoda neaspirovala na stanovenÌ tlak˘ nasycen˝ch par.
3 . 2 . M e t o d y z a l o û e n È

n a r e l a t i v n Ì r e t e n c i

Druh· skupina metod je zaloûena na relativnÌch vztazÌch
platn˝ch pro studovanÈ a zvolenÈ standardnÌ l·tky. Z rovnice
(8) vypl˝v·, ûe pro relativnÌ eluËnÌ charakteristiky dvou l·-
tek analyzovan˝ch za stejn˝ch chromatografick˝ch podmÌnek
jednoznaËnÏ platÌ

VN,1/VN,2 = = KD,1/KD,2 =

(28)

Velkou v˝hodou relativnÌch retenËnÌch charakteristik je
nÌzk· pravdÏpodobnost, ûe jejich stanovenÌ bude zatÌûeno
v˝znamnou experiment·lnÌ chybou. MÏ¯enÌ relativnÌ reten-
ce eliminuje vliv moûn˝ch rozdÌl˘ v rychlosti mobilnÌ f·ze,
hmotnosti Ëi objemu stacion·rnÌ f·ze, dÈlky kolony apod.
Z moûnostÌ, kterÈ pro vyj·d¯enÌ relativnÌch veliËin nabÌzÌ rov-
nice (28), se v dalöÌm textu omezÌme na ˙vahy o adjustovan˝ch
retenËnÌch Ëasech.

3.2.1. Metoda vyuûÌvajÌcÌ relativnÌch retenËnÌch Ëas˘ (RRT)

RozepÌöeme-li rovnici (12) v logaritmickÈm tvaru pro dvÏ
l·tky, l·tku mÏ¯enou (index 1), a l·tku standardnÌ (index 2),
platÌ, s ohledem na rovnici (28), vztah

(29)

kter˝ zavedl do chromatografie Herington22. Pro separaci ne-
pol·rnÌch l·tek na nepol·rnÌ stacion·rnÌ f·zi lze v prvnÌ apro-
ximaci p¯edpokl·dat, ûe , a pak

(30)

VyuûitÌ rovnice (30) pro stanovenÌ tlak˘ nasycen˝ch par
a v˝parn˝ch tepel d·le rozpracoval Hamilton23. Vych·zÌ
z p¯edpokladu, ûe pro f·zovou rovnov·hu platÌ Clausiova-
-Clapeyronova rovnice (13) a pomÏr v˝parn˝ch tepel mÏ¯enÈ
a standardnÌ l·tky lze v nep¯Ìliö öirokÈm teplotnÌm intervalu
povaûovat za konstantnÌ. Pro l·tky 1 a 2 chromatografovanÈ
p¯i stejnÈ teplotÏ pak m˘ûeme ps·t

ln = (∆vapHm,1/∆vapHm,2) ln + C (31)

kde C je integraËnÌ konstanta.
Kombinace rovnic (30) a (31) vede k v˝razu

ñ C (32)

kter˝ umoûÚuje v˝poËet tlaku nasycen˝ch par l·tky 1 tak, ûe
nejprve korelacÌ ln( ) proti zn·m˝m tlak˘m nasyce-
n˝ch par standardu 2 p¯i nÏkolika teplot·ch, totoûn˝ch s teplo-

ln ln ln
,

V a p
R

M
g

a

0 0 273 15= − + ∞γ

a H

RT

∆vap m

log
,

log
,

V
a H

RT

R

Mg
vap m

a

0

2 303

273 15= + ∞

∆
γ

γ a
∞

log
,

V
H

RTg
s m0

2 303
= ∆

tRí

log
,

t
H

RTR
s mí = ∆

2 303

log
,

í
,

í
1

í
C C

R

s m sol m

t

H

RT

H

RT
= − + = +∆ ∆

2 303 2 303

tRí

V V V VR,1 R,2 g gí í/ /, ,= 1
0

2
0 t tR,1 R,2í í/

ln / ln / ln /t t p pR,2 R,1í íF
H

I
K = + ∞ ∞

1
0

2
0

1 2e j e jγ γ

γ γ1 2
∞ ∞≅

ln / ln /t t p pR,2 R,1í íF
H

I
K = 1

0
2
0e j

pi
0 p2

0

ln ln
t

t

H

H
pR,1

R,2

vap m,1

vap m,2

í

í
= −
L

N
M
M

O

Q
P
P

1 2
0∆

∆

t tR,1 R,2í í/

Chem. Listy 96, 10 ñ 18 (2002) Refer·ty

13



tami chromatografick˝ch mÏ¯enÌ, zÌsk·me hodnoty smÏrnice
(1 ñ ∆vapHm,1/∆vapHm,2) a ˙seku C. Tyto hodnoty dosadÌme do
rovnice (31) a zn·me-li a ∆vapHm,2 p¯i poûadovanÈ teplotÏ,
m˘ûeme vypoËÌtat jak ˙daje o tlaku nasycen˝ch par p¯i tÈto
teplotÏ, tak i hodnoty v˝parn˝ch tepel.

Tato metoda je v souËasnÈ dobÏ pravdÏpodobnÏ nejjed-
noduööÌ metodou pro stanovenÌ tlak˘ nasycen˝ch par a v˝par-
n˝ch tepel. Vcelku ˙spÏönÏ byla aplikov·na na stanovenÌ
tÏchto veliËin nap¯. pro sÈrie arom·t˘ a chlorovan˝ch bife-
nyl˘24, substituovan˝ch bipyridin˘25, chlorovan˝ch fenol˘26,
alkylbenzen˘27, nenasycen˝ch alkohol˘28, aldehyd˘29 a acet·-
t˘30 i dalöÌch l·tek31.

3.2.2. Metoda vyuûÌvajÌcÌ Kov·tsov˝ch index˘ (KI)

Nev˝hodou metody, kter· vyuûÌv· pouze jednu standardnÌ
l·tku, je, ûe nelze najÌt jednotn˝ standard, kter˝ by vyhovoval
vöem typ˘m analyzovan˝ch l·tek. K p¯ekon·nÌ tÈto nev˝hody
byly Kov·tsem32 navrûeny retenËnÌ indexy I, kterÈ lze alterna-
tivnÏ k rovnici (29) definovat pomocÌ vztahu

IX = 100z + =

= 100z + (33)

kde veliËiny indexovanÈ jako X, z a (z + 1) se vztahujÌ k mÏ¯enÈ
l·tce X a zvolen˝m standardnÌm alkan˘m s poËtem uhlÌkov˝ch
atom˘ z a (z + 1). Alkany volÌme tak, aby .
RetenËnÌ index, definovan˝ rovnicÌ (33), z·visÌ na vlastno-
stech pouûitÈ stacion·rnÌ f·ze a v menöÌ mÌ¯e i na teplotÏ.
Vyj·d¯enÌm z rovnice (33) dost·v·me rovnici (34)

+

+ (100z ñIX) (34)

kter· se pro p¯Ìpad, ûe , redukuje na rovnici

(100z ñ IX) (35)

Ke stanovenÌ tlak˘ nasycen˝ch par byla pouûita jak zjed-
noduöen· rovnice (35) (cit.33), tak rovnice (34) v modifikovanÈ
verzi s aproximacÌ a s vyj·d¯enÌm pomÏru aktivit-
nÌch koeficient˘ pomocÌ McReynoldsov˝ch konstant
modelov˝ch slouËenin34,35.

Vztah pro v˝parnÈ teplo korespondujÌcÌ s rovnicÌ (35) m·
tvar

∆vapHm,X = ∆vapHm, + (100z ñ IX) ñ

ñ (36)

kter˝ pro praktickÈ pouûitÌ vyûaduje znalost ˙daj˘ o teplotnÌ
z·vislosti retenËnÌho indexu. V literatu¯e jsou pro popis tÈto
z·vislosti pouûÌv·ny jak line·rnÌ, tak hyperbolickÈ i kvadra-
tickÈ funkce typu36

IX = A0 + (37)

IX = B0 + B1T + B2T
2 (38)

3 . 3 . M e t o d y e m p i r i c k È

KromÏ v˝öe uveden˝ch metod, kterÈ vych·zejÌ z teorie
chromatografickÈho dÏje a lze je do urËitÈ mÌry povaûovat za
semiteoretickÈ, existuje ¯ada ËistÏ empirick˝ch vztah˘, kterÈ
jsou uûiteËnÈ zejmÈna pro predikci sledovan˝ch veliËin v ho-
mologick˝ch seriÌch. K d˘leûitÏjöÌm korelacÌm tohoto typu
pat¯Ì vztah mezi tlakem nasycen˝ch par a retenËnÌm inde-
xem37,38.

ln = a + bIX
(39)

kde a, b jsou parametry rovnice.
ZajÌmavou empirickou metodu pro stanovenÌ tlak˘ nasy-

cen˝ch par navrhl Donovan39 (metoda D). Metoda je zaloûena
na mÏ¯enÌ  chromatografick˝ch  retenËnÌch  Ëas˘  v  teplotnÏ
programovanÈm reûimu a vyuûÌv· skuteËnosti, ûe pro chemic-
ky p¯ÌbuznÈ l·tky lze sestavit graf z·vislosti ln p0 na ,
v nÏmû spojnicÌ bod˘ je p¯Ìmka. PomocÌ dvou standard˘ 1, 2
(standard˘ lze pouûÌt i vÌce), jejichû tlak nasycen˝ch par p¯i
poûadovanÈ teplotÏ je zn·m, se sestrojÌ p¯Ìmka. Z grafickÈ
z·vislosti odeËteme pro p¯ÌsluönÈ hodnotu ln nebo po-
uûijeme v˝poËetnÌho postupu. Z element·rnÌ geometrie p¯Ìm-
ky v uveden˝ch sou¯adnicÌch vypl˝v· vztah

(40)

a odtud ˙pravou

(41)

Volba standard˘ poûaduje, aby . Metoda je
odvozena p¯edevöÌm pro v˝poËet hodnot tlak˘ nasycen˝ch par
p¯i zvolenÈ teplotÏ.
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4. Extrapolace dat

4 . 1 . P o d c h l a z e n È k a p a l i n y

V p¯ÌpadÏ tuh˝ch l·tek, chromatografovan˝ch p¯i teplo-
t·ch vyööÌch neû jejich teplota t·nÌ, je t¯eba mÌt na pamÏti, ûe
tlak nasycen˝ch par (a tÌm i ∆vapHm) stanoven˝ nÏkterou z v˝öe
uveden˝ch metod extrapolacÌ na 298,15 K ( ) odpovÌd· hy-
potetickÈmu stavu podchlazenÈ kapaliny (subcooled liquid).
K p¯epoËtu na tlak nasycen˝ch par v tuhÈm stavu ( ) slouûÌ
vztah

= exp[ñ∆fusSm (TM /T ñ 1)/R] (42)

kde ∆fusSm je entropie t·nÌ, TM je teplota t·nÌ a T je zadan·
teplota. Pro st¯ednÏ velkÈ rigidnÌ molekuly je pro ∆fusSm ro-
zumnou aproximacÌ40 pr˘mÏrn· hodnota 56,5 J.Kñ1.molñ1. Pro
nÏkterÈ skupiny l·tek vöak m˘ûe ∆fusSm nab˝vat v˝raznÏ od-
liön˝ch hodnot.

4 . 2 . S t a n d a r d n Ì t e p l o t y

Poûadavek teplotnÌ extrapolace hodnot ∆vapHm a p0 vypl˝-
v· ze skuteËnosti, ûe chromatografick· mÏ¯enÌ probÌhajÌ vÏt-
öinou p¯i teplot·ch 320ñ480 K. Pokud chceme zn·t tyto hod-
noty p¯i 298,15 K (teplota odpovÌdajÌcÌ obvyklÈ standardizaci
fyzik·lnÏ-chemick˝ch dat a souËasnÏ pr˘mÏrn· teplota odpo-
vÌdajÌcÌ norm·m sledov·nÌ kvality ûivotnÌho prost¯edÌ), pak je
nutnÈ provÈst extrapolace vÏtöÌho Ëi menöÌho rozsahu. U chro-
matografick˝ch metod zaloûen˝ch na relativnÌ retenci je ob-
vykle nutnÈ extrapolovat i hodnoty pro standardnÌ l·tky.

V p¯ÌpadÏ  v˝parn˝ch tepel jsou  p¯esnÈ kalorimetrickÈ
˙daje pro 298,15 K k dispozici pro ¯adu l·tek, kromÏ toho exi-
stujÌ pomÏrnÏ kvalitnÌ p¯ÌspÏvkovÈ metody umoûÚujÌcÌ kvali-
fikovan˝ odhad a koneËnÏ je moûnÈ p¯epoËÌtat hodnotu v˝par-
nÈho tepla z teploty danÈ na teplotu standardnÌ pomocÌ zjed-
noduöenÈho tvaru Planckovy rovnice41

∆vapHm (T2) = ∆vapHm (T1) + ∆CpdT (43)

kde ∆Cp oznaËuje rozdÌl mol·rnÌch tepeln˝ch kapacit v plyn-
nÈm a kapalnÈm stavu. P¯i praktickÈm pouûitÌ rovnice (43)
m˘ûeme oËek·vat, ûe oba ˙daje o tepeln˝ch kapacit·ch jako
funkcÌch teploty budou p¯ÌstupnÈ jen ojedinÏle a zpravidla
budeme odk·z·ni na v˝poËet pr˘mÏrn˝ch hodnot pouûitÌm
nÏkterÈ ze strukturnÏ p¯ÌspÏvkov˝ch metod.

V p¯ÌpadÏ tlak˘ nasycen˝ch par je situace mÈnÏ p¯Ìzniv·.
ObecnÏ platÌ, ûe vÏtöina rovnic doporuËovan˝ch pro popis
z·vislosti ln p0 = f(T) je Ëty¯- a vÌceparametrov·42,43 (Wagne-
rova rovnice, Coxova rovnice, »ebyöev˘v polynom apod.)
a pro vyhodnocenÌ parametr˘ je zapot¯ebÌ relativnÏ velkÈho
mnoûstvÌ experiment·lnÌch ˙daj˘. Z v˝öe uveden˝ch chroma-
tografick˝ch metod nabÌzÌ nejjednoduööÌ ¯eöenÌ metoda zalo-
ûen· na relativnÌch retenËnÌch Ëasech (RRT). P¯edpokl·d·
totiû, ûe hodnota smÏrnice z·kladnÌ rovnice (31) se v nep¯Ìliö
öirokÈm extrapolaËnÌm okolÌ nemÏnÌ (zejmÈna pro strukturnÏ
podobnÈ l·tky), a pak extrapolace hodnot jak pro tlaky, tak
i v˝parn· tepla neËinÌ potÌûe. Metoda ovöem vyûaduje znalost
hodnot tlaku i v˝parnÈho tepla standardnÌ l·tky pro 298,15 K.

5. Odhad chyb chromatografickÈho stanovenÌ
∆vap Hm a p0 p¯i 298,15 K

Vzhledem k tomu,  ûe v˝öe  popsanÈ  chromatografickÈ
metody jsou obecnÏ metody nep¯ÌmÈ,  vyhodnocenÌ jejich
chyby je spojeno s urËit˝mi obtÌûemi. Celkovou chybu δtot
jakÈkoliv fyzik·lnÌ veliËiny Q m˘ûeme v takovÈm p¯ÌpadÏ
teoreticky definovat44 v˝razem

δtot = (44)

kde δm je chyba metody (odr·ûejÌcÌ zahrnutÈ aproximace) a δd
p¯edstavuje doplÚkovou (propagated) chybu, kter· odr·ûÌ ne-
p¯esnosti v sekund·rnÌch datech vstupujÌcÌch do modelu (v˝-
bÏr standardu a p¯esnost ˙daj˘, kterÈ jsou pro tento standard
k dispozici, p¯esnost p¯ÌpadnÏ pouûit˝ch teplotnÌch extrapola-
cÌ, f·zov˝ch korekcÌ apod). PonÏvadû δd je z liter·rnÌch ˙daj˘
obvykle nemoûnÈ vyhodnotit, omezÌme se v dalöÌ diskusi na
chybu relativnÌ δ. Je definov·na vztahem

δ[%]=100(QGC ñ Qref)/Qref (45)

a p¯edstavuje rozdÌl mezi hodnotami Q stanoven˝mi chroma-
tograficky (QGC) a hodnotami zÌskan˝mi z nez·visl˝ch (ne-
chromatografick˝ch) mÏ¯enÌ (Qref). Ani v tomto p¯ÌpadÏ se
vöak nevyhneme jist˝m obtÌûÌm. ZatÌmco p¯esnÈ kalorimetric-
kÈ hodnoty v˝parn˝ch tepel (Q = ∆vapHm) p¯i 298,15 K jsou
p¯ÌstupnÈ pro ¯adu l·tek a kromÏ toho (s ohledem na aditivnÌ
charakter tÈto veliËiny) existujÌ i kvalitnÌ p¯ÌspÏvkovÈ metody
pro jejich odhad, jsou p¯esnÈ hodnoty tlak˘ nasycen˝ch par
(Q = p0) p¯i tÈto teplotÏ zn·mÈ kromÏ alkan˘ jen pro velmi
omezen˝ okruh l·tek. Situaci komplikuje i skuteËnost, ûe
v˝sledky mÏ¯enÌ p0 nechromatografick˝mi metodami vyka-
zujÌ pomÏrnÏ znaËn˝ rozptyl (viz d·le) mezi jednotliv˝mi
(i renomovan˝mi) laborato¯emi. Z uveden˝ch d˘vod˘ budou
odhady chyb stanovenÌ ∆vapHm a p0 p¯i 25 ∞C diskutov·ny
oddÏlenÏ; navÌc je t¯eba zd˘raznit, ûe tyto odhady jsou Ñkva-
litativnÌì v tom smyslu, ûe jsou ovlivÚov·ny kvalitou vstup-
nÌch dat pro zvolenÈ standardy, kter· m˘ûe b˝t znaËnÏ odliön·
pro jednotlivÈ zkoumanÈ sÈrie l·tek.

5 . 1 . C h y b a c h r o m a t o g r a f i c k È h o
s t a n o v e n Ì ∆ vap H m

Peacock a Fuchs45 testovali p¯esnost metody odvozenÈ ze
semiteoretickÈ rovnice s vyuûitÌm adjustovanÈho retenËnÌho
Ëasu v kombinaci s kalorimetrick˝m stanovenÌm ∆E Hm. Pro
skupinu 13 vÏtven˝ch deriv·t˘ uhlovodÌk˘ nalezli, ûe rozdÌl
mezi chromatografick˝mi a liter·rnÌmi ˙daji o v˝parnÈm teple
ËinÌ kolem 0,5 %, pro dvan·ct methylester˘ a pro dalöÌch
sedmn·ct ester˘ se rozdÌl pohyboval v rozmezÌ 1ñ2 %. Chic-
kos46 testoval chybu metody s adjustovan˝m retenËnÌm Ëasem
a srovn·vacÌm grafem mezi ∆solHm a ∆vapHm. Testovan· sku-
pina zahrnovala 102 uhlovodÌk˘ a jejich deriv·t˘, obsahujÌ-
cÌch jednu funkËnÌ skupinu. Pro uhlovodÌky nep¯es·hla chyba
0,5 % a pro vÏtöinu deriv·t˘ 1 %. Pouze pro 19 l·tek z uve-
denÈho souboru byla nalezena chyba vÏtöÌ neû 3 % a pro 5
l·tek p¯es·hla chyba 5 %. PodobnÏ pouûitÌ metody RRT ved-
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Tabulka I
IlustrativnÌ hodnoty tlak˘ nasycen˝ch par vybran˝ch chemik·liÌ p¯i 298,15 K stanovenÈ p¯Ìm˝m mÏ¯enÌm

SlouËenina p0 [Pa]

hodnota  (metodaa) doporuËen· Ëi pr˘mÏrn·
hodnota z E a GS±SDb

Bifenyl 0,58 (E,Kn); 1,43 (E,Kn,i); 1,29 (E); 1,19 (GS); 1,34 (GS) 1,130±0,31 (6)
p,pí-DDT 4,52.10ñ5 (E, T); 5,56.10ñ5 (GS); 5,80.10ñ5 (GS); 1,17.10ñ3 (GS) 2,38.10ñ4±4,56.10ñ4 (6)
di-n-Butylftal·t 3,17.10ñ3 (E); 3,45.10ñ3 (E, Kn,i); 4,03.10ñ3 (GS); 9,7.10ñ3 (GS) 7,57.10ñ3±10,15.10ñ3 (8)

a E = efuze, v uspo¯·d·nÌ Kn = Knudsenova cela, Kn,i = Knudsenova cela (Ñinternal balanceì), T = torznÌ, GS = metoda nosnÈho
plynu (Ñgas saturationì), b SD = smÏrodatn· odchylka, v z·vorce celkov˝ poËet stanovenÌ

Tabulka II
Pr˘mÏrn· absolutnÌ chyba chromatografickÈho stanovenÌ tla-
k˘ nasycen˝ch par δ

F
podle funkËnÌch skupin v homologic-

k˝ch sÈriÌch H-(CH2)n-Y

SÈrie PoËet δ
F

[%]
l·tek

RRTa KI1b KI2c KI3d De

Y=Cl 9 6,5 10,9 14,0 5,2 19,6
Y=Br 8 12,0 8,5 7,2 12,5 15,3
Y=CHO 6 5,1 19,0 13,9 12,0 56,2
Y=COOCH3 8 8,1 11,2 19,0 9,9 20,6
Y=OCOCH3 9 12,9 11,9 31,2 13,1 20,8

Celkem 40 9,2 11,9 17,5 10,4 24,7

a Metoda relativnÌch retenËnÌch Ëas˘ ( ); b meto-
da zaloûen· na mÏ¯enÌ Kov·tsov˝ch retenËnÌch index˘
( ); c metoda zaloûen· na mÏ¯enÌ Kov·tsov˝ch
retenËnÌch index˘ ( , aproximov·no z McRey-
noldsov˝ch konstant modelov˝ch slouËenin), line·rnÌ z·vis-
lost I = f(T); d stejnÏ jako p¯edchozÌ, ale kvadratick· z·vislost
I = f(T); e empirick· metoda Donovanova, alkany jako standard

lo k chybÏ ≤ 1,1 % pro sÈrii acet·t˘30 a velmi dobrÈ v˝sledky
(δ ≤ 0,53 %) poskytla metoda zaloûen· na mÏ¯enÌ Kov·-
tsov˝ch index˘ (rovnice (36)) pro sÈrii methylester˘ mastn˝ch
kyselin35. ZajÌmav· studie, dokumentujÌcÌ d˘leûitost znalosti
p¯esn˝ch hodnot ∆vapHm p¯i 298,15 K pro standard byla publi-
kov·na ned·vno21. Pro sÈrii 16 polychlorovan˝ch bifenyl˘
byly porovn·ny hodnoty v˝parn˝ch tepel stanoven˝ch Chic-
kosovou modifikacÌ semiteoretickÈ metody se staröÌmi daty
zÌskan˝mi metodou RRT, ovöem s vyuûitÌm novÏjöÌch ˙daj˘
pro ∆vapHm standard˘. Pr˘mÏrn· odchylka mezi obÏma meto-
dami se v˝raznÏ zlepöila z p˘vodnÌch 8,6 % na 3,4 %, coû lze
povaûovat za velmi dobrou shodu.

5 . 2 . C h y b a c h r o m a t o g r a f i c k È h o
s t a n o v e n Ì p 0

Jak jiû bylo uvedeno v ˙vodu, za nejp¯esnÏjöÌ metody
p¯ÌmÈho (nechromatografickÈho) mÏ¯enÌ tlak˘  nasycen˝ch
par jsou pro oblast p0 < 1 Pa povaûov·ny metoda nosnÈho

plynu (GS) a metoda zaloûen· na efuzi (E). Pro vyhodnocenÌ
relativnÌ chyby chromatografick˝ch metod jsme tedy odk·z·-
ni jak v p¯ÌpadÏ (26), tak v p¯ÌpadÏ standard˘ pro relativnÌ
retenci (rovnice (31), (32), (34), (35) a (41)) na hodnoty
poskytovanÈ tÏmito metodami. Pro ilustraci p¯esnosti GS a E
metody uv·dÌme v tabulce I liter·rnÌ ˙daje (p¯evzatÈ z ned·v-
n˝ch kompilacÌ7,47) pro t¯i bÏûnÈ chemik·lie, tj. bifenyl, p,pë-
-DDT a di-n-butylftal·t, kterÈ jsou pomÏrnÏ Ëasto vyuûÌv·ny
jako standardy p¯i chromatografickÈm stanovenÌ tlak˘ nasy-
cen˝ch par kontaminant˘ ovzduöÌ.

ZnaËn˝ rozptyl hodnot namÏ¯en˝ch pro jednotlivÈ slouËe-
niny doporuËovan˝mi metodami vede k z·vÏru, ûe a) u vöech
metod zaloûen˝ch na relativnÌ retenci je nutno vÏnovat znaË-
nou pozornost v˝bÏru optim·lnÌho standardu, b) volba stan-
dardu chemicky  co  nejpodobnÏjöÌho mÏ¯enÈ l·tce nemusÌ
nutnÏ znamenat v˝hodu, pokud pro tento standard nenÌ zn·m
p¯esn˝ pr˘bÏh funkce ln p0 = f(T), vËetnÏ hodnot pro 298,15 K
a c) pro l·tky nepol·rnÌho a st¯ednÏ pol·rnÌho charakteru jsou
optim·lnÌm standardem n-alkany, pro kterÈ jsou p¯esnÈ hod-
noty p0 zn·my v öirokÈm teplotnÌm intervalu.

Z p¯edchozÌho je z¯ejmÈ, ûe stanovenÌ chyby chromatogra-
fickÈho stanovenÌ p0 pro öirokÈ spektrum organick˝ch slouËe-
nin je velmi obtÌûnÈ. HlavnÌm d˘vodem je skuteËnost, ûe data
dostupn· v literatu¯e pro r˘znÈ typy slouËenin jsou nekompa-
tibilnÌ, pokud jde o pouûitÈ chromatografickÈ podmÌnky, po-
laritu stacion·rnÌch f·zÌ, v˝bÏr standard˘ apod. V literatu¯e se
uv·dÌ s jistou opatrnostÌ7, ûe chromatografick· metoda obecnÏ
umoûÚuje stanovit ˙daje o tlaku nasycen˝ch par p¯i 298,15 K
s chybou asi 9 % pro organickÈ chloridy a (poly)aromatickÈ
uhlovodÌky, mezi 1,9 a 21 % pro pesticidy a mezi 7 a 36 % pro
polychlorovanÈ  bifenyly.  DetailnÌmu rozboru a porovn·nÌ
chyb  jednotliv˝ch chromatografick˝ch metod  se vÏnovala
zatÌm jedin· pr·ce48. Vych·zÌ z v˝sledk˘ zÌskan˝ch pro jed-
notn˝ experiment·lnÌ materi·l pÏti homologick˝ch sÈriÌ typu
H-(CH2)n-Y, kde Y = Cl, Br, CH = O, COOCH3, OCOCH3
a n ∈ (6, 16) za stejn˝ch chromatografick˝ch podmÌnek a s vy-
uûitÌm n-alkan˘ jako standard˘. Tlaky nasycen˝ch par tÏchto
l·tek p¯i 298,15 K se liöÌ v rozmezÌ pÏti ¯·d˘ a v˝sledky studie
vyj·d¯enÈ ve formÏ pr˘mÏrnÈ chyby δ

F
[%] = (1/N)Σ|δ|, kde

N je poËet experiment·lnÌch dat, jsou shrnuty v tabulce II.
Hodnoty δ

F
naznaËujÌ, ûe t¯i ze sledovan˝ch model˘ (RRT,

KI1 a KI3) reprodukujÌ tlaky nasycen˝ch par namÏ¯en˝ch
p¯Ìmou metodou u vöech Ëty¯iceti l·tek s pr˘mÏrnou chybou
δ

F
< 12 %, mezi jednotliv˝mi sÈriemi jsou vöak patrnÈ urËitÈ

rozdÌly.
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6. Experiment·lnÌ za¯ÌzenÌ

P l y n o v ˝ c h r o m a t o g r a f

V principu je pro stanovenÌ fyzik·lnÏ-chemick˝ch veliËin
moûno pouûÌt komerËnÏ dostupnÈ p¯Ìstroje jakÈkoliv firmy.
S ohledem na nutnost splnÏnÌ poûadavku konstantnÌch chro-
matografick˝ch podmÌnek p¯i mÏ¯enÌ eluËnÌch charakteristik
sÈrie sledovan˝ch l·tek je velkou v˝hodou, jsou-li p¯Ìstroje
vybaveny elektronickou kontrolou teploty a pr˘toku plyn˘,
p¯ÌpadnÏ automatick˝m d·vkovaËem, kter˝ zaruËuje n·st¯ik
konstantnÌho objemu vzork˘.

S t a c i o n · r n Ì f · z e

Jak je z¯ejmÈ z teorie plynovÈ chromatografie (kapitola 2.),
z·visÌ retence l·tek obecnÏ na jejich tÏkavosti, kter· je ovliv-
Úov·na velikostÌ molekul a interakcemi se stacion·rnÌ f·zÌ,
vyj·d¯en˝mi aktivitnÌm koeficientem nebo veliËinami s nÌm
souvisejÌcÌmi. Pro stanovenÌ tlak˘ nasycen˝ch par a v˝par-
n˝ch tepel z retenËnÌch ˙daj˘ z·sadnÏ volÌme nepol·rnÌ sta-
cion·rnÌ f·zi, abychom co nejvÌce omezili ˙Ëast specifick˝ch
(pol·rnÌch) interakcÌ na retenËnÌm procesu. Jako p¯Ìklad vhod-
n˝ch, komerËnÏ dostupn˝ch kapil·rnÌch kolon s nepol·rnÌ
zakotvenou f·zÌ (vÏtöinou na b·zi dimethylpolysiloxanu) od
r˘zn˝ch firem s prakticky srovnateln˝mi vlastnostmi m˘ûeme
uvÈst SPB-1 (Supelco), AT-1 (Alltech), HP-1 (Hewlett-Pac-
kard), DB-1 (J&W), 007-1 (Quadrex) a dalöÌ.

D È l k a c h r o m a t o g r a f i c k È k o l o n y

AËkoliv dÈlka kolony nenÌ obecnÏ nijak omezena, z prak-
tickÈho hlediska (ale i z hlediska p¯esnosti stanovenÌ retenËnÌ-
ho Ëasu Ëi objemu), je ˙ËelnÈ volit takovou dÈlku, kter· pro
vöechny testovanÈ l·tky zaruËuje ˙Ëinnou separaci p¯i rozum-
n˝ch (rozumÏj ani p¯Ìliö dlouh˝ch ani p¯Ìliö kr·tk˝ch) retenË-
nÌch Ëasech. Podle charakteru analyzovan˝ch l·tek se dÈlka
kolony obvykle pohybuje v rozmezÌ 1ñ10 m.

7. Z·vÏr

P¯edbÏûnÈ kompilaËnÌ studie odhadujÌ velikost souboru
dat o tlacÌch nasycen˝ch par a v˝parn˝ch teplech stanoven˝ch
chromatografickou metodou p¯ibliûnÏ na 600 ˙daj˘, odpovÌ-
dajÌcÌch teplotÏ 298,15 K. DominujÌ p¯edevöÌm skupiny halo-
genderiv·t˘, alkan˘ C6ñC30, nasycen˝ch a nenasycen˝ch
alkohol˘ C9ñC18, v menöÌm zastoupenÌ pak nalÈz·me ˙daje
o alkylcyklohexanech C7ñC13, ketonech C5ñC9, esterech
C5ñC18 a dalöÌch. Tato datab·ze nebyla doposud kompletnÏ
a detailnÏ zpracov·na, neboù v˝sledky pro jednotlivÈ t¯Ìdy
slouËenin nebyly zÌsk·ny jednotn˝m standardnÌm zp˘sobem,
a proto neumoûÚujÌ posoudit celkovÏ chybu chromatografic-
kÈho stanovenÌ (kapitola 5.). Usuzujeme-li z dÌlËÌch v˝sledk˘,
zÌskan˝ch pro nÏkterÈ vybranÈ t¯Ìdy slouËenin (zejmÈna pro
homologickÈ sÈrie), pohybuje se hodnota relativnÌ chyby chro-
matograficky stanoven˝ch v˝parn˝ch tepel v rozmezÌ do 1ñ2 %
a u tlak˘ nasycen˝ch par v rozmezÌ 10ñ15 %, ovöem pouze
pro nepol·rnÌ Ëi slabÏ pol·rnÌ l·tky a za p¯edpokladu vhodnÏ
volen˝ch standard˘ i metodickÈho postupu. Je na mÌstÏ pozna-
menat, ûe chyba stanovenÌ tlak˘ nasycen˝ch par chromatogra-

fickou metodou je v takovÈm p¯ÌpadÏ v˝raznÏ niûöÌ, neû chyba
uv·dÏn· pro oblast nÌzk˝ch tlak˘ u klasick˝ch metod, porov-
n·me-li v˝sledky r˘zn˝ch laborato¯Ì.

S e z n a m p o u û i t ˝ c h s y m b o l ˘

∆Cp rozdÌl mol·rnÌch tepeln˝ch kapacit, J.molñ1.Kñ1

∆vapHm mol·rnÌ v˝parn· entalpie, J.molñ1

∆s Hm mol·rnÌ v˝parn· entalpie sloûky z kapalnÈ stacion·r-
nÌ f·ze, J.molñ1

∆solHm mol·rnÌ rozpouötÏcÌ entalpie, J.molñ1

∆E Hm mol·rnÌ dodatkov· smÏöovacÌ entalpie, J.molñ1

I Kov·ts˘v retenËnÌ index
M mol·rnÌ hmotnost, g.molñ1

p0 tlak nasycen˝ch par, Pa
R plynov· konstanta, J.molñ1.Kñ1

∆fusSm mol·rnÌ entropie t·nÌ, J.molñ1.Kñ1

T absolutnÌ teplota, K
TM absolutnÌ teplota t·nÌ, K
tR retenËnÌ Ëas, min
tM mrtv˝ Ëas, min

adjustovan˝ retenËnÌ Ëas, min
VR retenËnÌ objem, cm3

z poËet uhlÌkov˝ch atom˘ alkanu
γ aktivitnÌ koeficient
γ¥ aktivitnÌ koeficient p¯i nekoneËnÈm z¯edÏnÌ
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V. Svobodaa and B. Koutekb (aDepartment of Physical
Chemistry, Institute of Chemical Technology, Prague, bInsti-
tute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy of
Sciences of the Czech Republic, Prague): Determination of
Saturated Vapor Pressures and Heats of Vaporization
from Gas Chromatography Retention Data

In modelling the transport and fate of environmentally
important chemicals, knowledge of physicochemical parame-
ters such as the saturated vapor pressure (p0) and heat of
vaporization (∆vapHm) is critically important. In spite of that,
direct measurements of the properties for higher-boiling sub-
stances at 298.15 K have been limited to a relatively small
number of compounds and, due to experimental difficulties in
the low-pressure region (p0 < 1 kPa), some of these measure-
ments are of doubtful accuracy. Gas chromatography (GC) is
an alternative method for measuring p0 and ∆vapHm data,
offering advantages in terms of speed, size of solute sample,
purity and stability requirements. In this article, several equa-
tions proposed to relate GC elution characteristics for low-
-volatility liquid and solid chemicals to their saturated vapor
pressures and heats of vaporization are analyzed and compa-
red. The results support the view that capillary GC is capable
of providing ∆vapHm and p0 data for non-polar and slightly po-
lar compounds with relative errors of about ±1ñ2 % (∆vapHm)
and ±10ñ15 % (p0) if the method and reference standards are
properly selected. Then, the errors are either comparable with
or lower than those resulting from more cumbersome direct
experimental techniques.
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1. ⁄vod

P¯i ¯ÌzenÈ interakci bunÏk se substr·tem jsou aplikov·ny
dvÏ z·kladnÌ strategie. PrvnÌ se snaûÌ o vytvo¯enÌ dokonale
inertnÌch materi·l˘, jeû by nedovolovaly adhezi ani r˘st bunÏk
na jejich povrchu. Tento typ materi·l˘ je û·doucÌ nap¯. p¯i
konstrukci kontaktnÌch ËoËek nebo nÏkter˝ch za¯ÌzenÌ, kter·
jsou v kontaktu s krvÌ1ñ3. Druh˝m p¯Ìstupem je tvorba sub-
str·t˘, jeû by naopak podporovaly adhezi (uchycenÌ), prolife-
raci (r˘st) a diferenciaci (vyzr·v·nÌ) bunÏk. Pouze diferenco-
vanÈ buÚky jsou schopny spr·vnÏ plnit vöechny svÈ ûivotnÌ
funkce. V transplantaËnÌ medicÌnÏ je nutnÈ spr·vnÈ fungov·nÌ
transplant·tu a jeho integrace s okolnÌmi tk·nÏmi (v p¯ÌpadÏ
kostÌ, parenchymatick˝ch org·n˘ a obvykle takÈ cÈv)4,5. Tento
typ umÏl˝ch transplant·t˘ m˘ûe b˝t p¯ed samotnou transplan-
tacÌ kolonizov·n pacientov˝mi buÚkami (in vitro), a tÌm m˘ûe
b˝t snÌûeno riziko odmÌtavÈ reakce imunitnÌho systÈmu.

D·le jsou uvedeny dva p¯Ìklady vyuûitÌ polymernÌch sub-
str·t˘ v medicÌnÏ (cÈvnÌ n·hrady, nosiËe pro kultivaci koûnÌho
krytu). Bylo prok·z·no, ûe snÌûenÌ trombogenicity a podpo¯enÌ
spr·vnÈho fungov·nÌ cÈvnÌch n·hrad m˘ûe b˝t dosaûeno po-
krytÌm povrchu umÏlÈ cÈvy vrstvou autolognÌch bunÏk p¯ed
implantacÌ do organismu6. Tato metoda odpovÌd· z·kladnÌ

myölence tk·ÚovÈho inûen˝rstvÌ  vytv·¯et funkËnÌ n·hrady
tk·nÌ kombinov·nÌm biologicky aktivnÌch bunÏk a vhodn˝ch
materi·l˘. Jde o pomÏrnÏ mladou techniku, prvnÌ pokusy byly
zah·jeny v 80. letech a prvnÌ klinick· data byla publikov·na
v roce 1992 (cit.7). V˝sledky dosaûenÈ p¯i sniûov·nÌ trombo-
genicity naznaËujÌ, ûe jde o perspektivnÌ metodu6,8.

DalöÌm d˘leûit˝m uplatnÏnÌm polymer˘ je jejich vyuûitÌ
jako r˘stov˝ch substr·t˘ pro kultivaci bunÏk. DÌky interdisci-
plin·rnÌmu p¯Ìstupu v oöet¯ov·nÌ rozs·hl˝ch pop·lenin mohou
dnes p¯eûÌvat pacienti pop·lenÌ na vÌce neû 80 % celkovÈho
povrchu tÏla. Nedostatek vhodn˝ch odbÏrov˝ch mÌst pro per-
manentnÌ krytÌ je ¯eöen kultivacÌ epiderm·lnÌch bunÏk ñ kerati-
nocyt˘ ñ in vitro. V poslednÌ dobÏ se p¯istupuje ke kultivaci bu-
nÏk na umÏl˝ch nosiËÌch, kterÈ mohou b˝t spolu s nimi p¯e-
neseny na r·nu pacienta9,10. TÌmto zp˘sobem je moûno p¯edejÌt
poökozenÌ bunÏk a nosiËe z·roveÚ slouûÌ jako doËasn˝ kryt11.

2. VyuûitÌ iontovÈ implantace
p¯i p¯ÌpravÏ biomateri·l˘

UchycenÌ, r˘st i vyzr·v·nÌ bunÏk na umÏl˝ch substr·tech
jsou ovlivÚov·ny povrchov˝mi vlastnostmi materi·lu. Ionto-
v· implantace je perspektivnÌ metodou pro povrchovou ˙pravu
polymer˘ vyuûÌvan˝ch v medicÌnÏ, jelikoû umoûÚuje kontro-
lovanÏ ¯Ìdit biokompatibilitu materi·lu, a tÌm ovlivÚovat cho-
v·nÌ r˘zn˝ch typ˘ bunÏk12ñ17. Ukazuje se, ûe iontov· implan-
tace m˘ûe zv˝öit adhezi a n·sledn˝ r˘st bunÏk na polymernÌch
substr·tech13ñ15,18. DalöÌ v˝zkum smÏ¯uje k tomu, aby ionto-
vou implantacÌ bylo dosaûeno specifick˝ch vlastnostÌ (selek-
tivnÌ adheze urËitÈho typu bunÏk, adheze bunÏk ve vymeze-
n˝ch˙secÌch materi·lu13, antibakteri·lnÌpovrchy19 a podobnÏ).

Vysoce energetickÈ ionty, kterÈ jsou separov·ny v mag-
netickÈm a urychleny v elektrickÈm poli, jsou p¯i implantaci
rozptylov·ny na cÌlov˝ch atomech. DisipujÌcÌ energie zp˘so-
buje zmÏny ve struktu¯e polymeru. Metoda implantace iont˘
do substr·tu byla vyvinuta pro dotaci p¯ÌmÏsÌ do materi·l˘ pro
elektroniku, kde je vyûadov·na ploön· homogenita vyööÌ neû
99,5  %. Expozice polymer˘ vysoce  energetick˝m iont˘m
zp˘sobuje degradaci polymernÌch ¯etÏzc˘. ätÏpenÌ vazeb vede
k tvorbÏ voln˝ch radik·l˘ a n·sledn˝m chemick˝m reakcÌm.
Jiû p¯i relativnÏ nÌzk˝ch d·vk·ch doch·zÌ k sÌùov·nÌ ¯etÏzc˘20,
vzniku dvojn˝ch vazeb21, oxidaci22 a uvolÚov·nÌ plynn˝ch
produkt˘23. V z·vislosti na d·vce oz·¯enÌ jsou pozorov·ny
r˘znÈ stupnÏ karbonizace24,25, pop¯. grafitizace polymeru26.
Oz·¯en˝ polymer obsahuje struktury analogickÈ produkt˘m
vysokoteplotnÌ degradace polymeru27. ZatÌmco p¯i pyrol˝ze je
za vysok˝ch teplot degradov·n cel˝ objem vzorku, iontov·
implantace m˘ûe b˝t prov·dÏna p¯i pokojovÈ teplotÏ a mo-
difikov·na je pouze povrchov· vrstva materi·lu o tlouöùce
1ñ1000 nm.

Pro biologickÈ ˙Ëely jsou nejËastÏji implantov·ny ionty
inertnÌch plyn˘ (Ne+, Ar+ (cit.13,28), Kr+ (cit.14), Xe+ (cit.29)),
u kter˝ch se p¯edpokl·d·, ûe jejich p¯Ìtomnost ve vrstvÏ ne-
bude buÚky nijak ovlivÚovat. D·le jsou implantov·ny ionty
biogennÌch prvk˘ (O+, N+ (cit.14,15)), nebo v nÏkter˝ch p¯Ì-
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padech dokonce ionty zn·mÈ sv˝m p˘sobenÌm proti r˘stu
bunÏk, nap¯. Agñ pro vytv·¯enÌ ÑantiadheznÌchì povrch˘19.

KromÏ charakteru iontu, jeho hmotnosti a d·vky, je implan-
tace polymeru ovlivnÏna i energiÌ dopadajÌcÌch iont˘. »asto
b˝vajÌ k p¯ÌpravÏ materi·l˘ pro biologickÈ aplikace vyuûÌv·ny
nÌzkÈ implantaËnÌ energie (10ñ50 keV) (cit.17,19,29,30), i kdyû
nap¯. Satriano a spol.31 pouûÌv· energii aû 1 MeV. PouûitÌ
nÌzk˝ch energiÌ vych·zÌ z p¯edpokladu, ûe buÚky pro svÈ
z·kladnÌ pochody vyuûÌvajÌ jen nejvrchnÏjöÌ vrstvy materi·lu,
a tedy nenÌ nutno modifikovat velkÈ tlouöùky31. Tsuji a spol.17

uv·dÏjÌ, ûe r˘st bunÏk na iontovÏ implantovanÈm substr·tu
(Agñ ionty) byl ovlivnÏn pouûitou energiÌ iont˘. RozpÏtÌ im-
plantaËnÌch d·vek iont˘ testovan˝ch v biologick˝ch experi-
mentech je velmi öirokÈ, p¯ibliûnÏ od 1012 do 1017 iont˘ na cm2.

3. Vliv substr·tu na chov·nÌ bunÏk

P¯estoûe nÏkterÈ savËÌ buÚky jsou schopny r˘st v suspen-
dovan˝ch kultur·ch, naprost· vÏtöina z nich je z·visl· na
dobrÈm ukotvenÌ. Tyto buÚky se musÌ nejprve uchytit na
povrchu vhodnÈho substr·tu, aby mohly zaËÌt plnit svÈ fyzio-
logickÈ funkce. Spr·vnÈ fungov·nÌ bunÏk kultivovan˝ch na
umÏl˝ch podkladech v˝znamnÏ z·visÌ na fyzik·lnÏ-chemic-
k˝ch vlastnostech povrchu studovan˝ch materi·l˘. Neupra-
vovanÈ polymery jsou obvykle p¯Ìliö hydrofobnÌ nebo nega-
tivnÏ nabitÈ, a proto nemohou b˝t dostateËnÏ kolonizov·ny
buÚkami. Jak bylo uk·z·no12,15,32, iontov· implantace umoû-
Úuje upravit povrchovÈ vlastnosti materi·lu vËetnÏ jeho bio-
kompatibility. NÏkterÈ studie p¯isuzujÌ lepöÌ bunÏËnou adhezi
po iontovÈ implantaci zv˝öenÈ polaritÏ povrchu a p¯Ìtomnosti
oxidovan˝ch struktur33,34. DalöÌ auto¯i uv·dÏjÌ jako moûnÈ
vysvÏtlenÌ vyööÌ biokompatibility zv˝öenÌ obsahu uhlÌku v mo-
difikovanÈ vrstvÏ15,32. K vlastnostem Ëasto d·van˝m do sou-
vislosti s biokompatibilitou materi·lu pat¯Ì takÈ povrchov·
morfologie, adheznÌ a elektrickÈ vlastnosti substr·tu a p¯Ìtom-
nost nÏkter˝ch funkËnÌch skupin.

3 . 1 . A d h e z n Ì v l a s t n o s t i

Po oza¯ov·nÌ Ar+ ionty pozoroval Koh a spol.35 zlepöenÌ
adheznÌch vlastnostÌ studovanÈho polymernÌho substr·tu. Tento
jev je p¯iËÌt·n zdrsnÏnÌ povrchu, v˝raznÈmu obzvl·ötÏ po
expozici vysok˝mi d·vkami iont˘. Vysok· drsnost vede ke
zvÏtöenÌ povrchu a mechanickÈmu  p¯imknutÌ na rozhranÌ.
PodobnÈ v˝sledky uv·dÌ i Kim a spol.36

Dobr· adheze buÚky k r˘stovÈmu substr·tu je z·kladnÌm
p¯edpokladem jejÌho norm·lnÌho v˝voje. KromÏ p¯ÌmÈho Ñna-
v·z·nÌì bunÏk k r˘stovÈmu substr·tu (p¯edpokl·d· se vliv
elektrostatick˝ch sil)14,37 je adheze zprost¯edkov·na takÈ mo-
lekulami extracelul·rnÌ matrice (vitronektin, fibronektin, ko-
lagen, laminin, fibrinogen atd.) preadsorbovan˝mi k podloû-
nÌmu materi·lu38ñ40. Pevnost adheze bunÏk je zkoum·na me-
chanicky (p˘sobenÌm smykov˝ch sil) Ëi enzymaticky (nap¯.
trypsinem)13,41,42.

3 . 2 . D o p a n t y

DÌky zmÏn·m volnÈho objemu a chemickÈ aktivitÏ oza¯o-
vanÈho polymeru je u modifikovanÈ vrstvy ovlivnÏna penetra-
ce a zabudov·nÌ r˘zn˝ch l·tek, jeû mohou d·le ovlivÚovat

vlastnosti polymeru. DifuzÌ vhodn˝ch dopant˘ lze zv˝öit elek-
trickou vodivost43ñ45Ëi biokompatibilitu16,46. ävorËÌk a spol.45

pozorovali na polyethylenu (PE), ûe p¯i niûöÌch d·vk·ch p¯eva-
ûuje tvorba oxidovan˝chstruktur a n·r˘st volnÈho objemu, tak-
ûe penetrace do modifikovanÈ vrstvy je usnadnÏna. U vyööÌch
d·vek se vlivem sÌùov·nÌ ¯etÏzc˘ utv·¯Ì dvoj- a trojrozmÏrnÈ
struktury se snÌûen˝m podÌlem volnÈho objemu, coû sniûuje pe-
netraci iont˘ a l·tek do degradovanÈ vrstvy. Bylo nap¯. zjiö-
tÏno, ûe implantovanÈ ionty F+ nejsou zabudov·ny do polyme-
ru a unikajÌ z modifikovanÈ vrstvy podobnÏ jako ostatnÌ plyn-
nÈ produkty47,48. JÛd penetroval do modifikovanÈ vrstvy a byl
zde zabudov·n. Minim·lnÏ Ë·st atom˘ byla nav·z·na na ma-
kromolekuly prost¯ednictvÌm voln˝ch radik·l˘, dalöÌ Ë·st se
v·zala na implantacÌ vytvo¯enÈ dvojnÈ vazby22. TakÈ Davenas
a spol.49 pozorovali, ûe nÌzk˝mi d·vkami implantovan˝ poly-
mer byl dÌky vzniku Ñlehce porÈznÌ strukturyì obohacen ato-
my jÛdu v modifikovanÈ vrstvÏ. V p¯ÌpadÏ vysok˝ch d·vek pak
jÛd v d˘sledku sÌùov·nÌ do polymernÌho filmu nepenetroval.

ZajÌmav˝m parametrem z hlediska povrchov˝ch vlastnos-
tÌ je koncentraËnÌ profil implantovan˝ch iont˘, chemick˝ch
skupin  vznikajÌcÌch  p¯i oza¯ov·nÌ a dopant˘. P¯i stejn˝ch
implantaËnÌch energiÌch majÌ lehËÌ ionty vÏtöÌ hodnotu st¯ed-
nÌho doletu.  To  znamen·, ûe  tÏûöÌ ionty se zabrzdÌ blÌûe
k povrchu substr·tu. Kusakabe a spol.50 uv·dÏjÌ, ûe implanto-
vanÈ ionty se z¯Ìdka vyskytujÌ na povrchu vzork˘. Budeme-li
pokl·dat za rozhodujÌcÌ hloubku pro r˘st bunÏk hloubku 0, je
dopovacÌ efekt implantovan˝ch iont˘ mal˝. V˝sledky zjiötÏnÈ
p¯i dopov·nÌ polymeru uhlÌkem ovöem podporujÌ ideu, ûe pro
adhezi bunÏk nenÌ d˘leûit· pouze nulov· hloubka, ale i urËit·
tlouöùka povrchovÈ vrstvy51.

3 . 3 . M o r f o l o g i e p o v r c h u

Vlivem iontovÈ implantace doch·zÌ ke zmÏn·m povrcho-
vÈ morfologie polymeru. Nap¯. p˘sobenÌm kyslÌkovÈho plaz-
matu na polytetrafluorethylen (PTFE) byl substr·t v˝raznÏ
zdrsnÏn, kdeûto po pouûitÌ argonovÈho plazmatu byla drsnost
v˝raznÏ niûöÌ36. P¯i pouûitÌ odpovÌdajÌcÌch iontov˝ch svazk˘
(Ar+, O+) byla vytvo¯ena v obou p¯Ìpadech drsn· vl·knit·
textura36. Koh a spol.35 popisujÌ drsnost PTFE jako p¯Ìmo
˙mÏrnou d·vce Ar+ iont˘. ävorËÌk a spol.52 uv·dÏjÌ, ûe u poly-
imidu doch·zÌ do urËitÈ d·vky ke sniûov·nÌ volnÈho objemu,
a tÌm ke snÌûenÌ drsnosti povrchu. S rostoucÌm poökozenÌm
v d˘sledku zvyöov·nÌ d·vek je povrch vÌce zdrsnÏn. P¯i nej-
vyööÌch d·vk·ch je pak povrch opÏt ,uhlazení. Auto¯i52 tento
v˝sledek vysvÏtlujÌ karbonizacÌ a grafitizacÌ modifikovanÈ
polymernÌ vrstvy, coû je doprov·zeno zmenöov·nÌm volnÈho
objemu v d˘sledku sÌùov·nÌ ¯etÏzc˘.

Je zn·mo, ûe morfologie povrchu hraje p¯i interakcÌch
buÚkañsubstr·t v˝znamnou roli. Na uhlÌkov˝ch kompozitech,
jejichû povrch byl umÏle zdrsnÏn, se buÚky hladkÈho svalstva
(SMC) nat·Ëely ve smÏru podÈln˝ch r˝h53. SnÌûenÌ drsnosti se
p¯ÌznivÏ projevilo na zv˝öenÌ adheze bunÏk53. Drsnost zvyöuje
hodnotu kontaktnÌho ˙hlu a materi·l se st·v· vÌce hydrofob-
nÌm. Lampin a spol.54 uv·dÌ, ûe adheze bunÏk embryÌ ku¯at
(CEC) rostla s drsnostÌ, zv˝öil se jejich migraËnÌ potenci·l, ale
poËet ûivotaschopn˝ch bunÏk na drsnosti substr·tu nez·visel.
InkubacÌ polymeru v mÈdiu doch·zÌ k adsorpci protein˘ na
jeho povrch, a tÌm k maskov·nÌ vliv˘ drsnosti54. ZlepöenÌ ad-
heze na drsnÏjöÌch substr·tech popisujÌ nap¯. Bowers a spol.55

a Boyan a spol.56 Naopak bylo publikov·no53,57,58 i zhoröenÌ
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adheznÌch vlastnostÌ v souvislosti s drsnostÌ povrchu. O zaned-
batelnÈm vlivu drsnosti na inici·lnÌ adhezi bunÏk linie MG63
hovo¯Ì Lincks a spol.59 Z uveden˝ch skuteËnostÌ je z¯ejmÈ, ûe
v˝sledky t˝kajÌcÌ se vlivu drsnosti na chov·nÌ bunÏk se liöÌ pro
r˘znÈ substr·ty i pouûitÈ buÚky. VysvÏtlenÌm m˘ûe b˝t sku-
teËnost, ûe nez·leûÌ pouze na velikosti a vzd·lenosti povr-
chov˝ch nerovnostÌ (topografii), ale takÈ na jejich tvaru (mor-
fologii)54,60,61. DalöÌ p¯ÌËinou rozporupln˝ch pozorov·nÌ m˘ûe
b˝t skuteËnost, ûe nÏkterÈ buÚky jsou povaûov·ny za Ñrugo-
filnÌì ñ tedy drsnomilnÈ (nap¯. makrof·gy), jinÈ naopak za
ÑrugofobnÌì (nap¯. fibroblasty)62ñ64.

3 . 4 . E l e k t r i c k È v l a s t n o s t i

Iontov· implantace zp˘sobuje zv˝öenÌ elektrickÈ vodivos-
ti povrchovÈ vrstvy polymeru52,65. DÏje se tak dÌky ötÏpenÌ
¯etÏzc˘, tvorbÏ radik·l˘66 a vzniku konjugovan˝ch dvojn˝ch
vazeb67. K faktor˘m p¯ÌznivÏ ovlivÚujÌcÌm elektrickou vodi-
vost se ¯adÌ tÈû karbonizace a grafitizace modifikovanÈ vrst-
vy26,47. DalöÌho zv˝öenÌ vodivosti m˘ûe b˝t dosaûeno pene-
tracÌ dopant˘68.

ElektrickÈ interakce jsou d˘leûit˝m faktorem p¯i pohybu
a adhezi bunÏk69. NegativnÏ nabit· mÌsta na bunÏËnÈ mem-
br·nÏ jsou vyuûÌv·na v rozpozn·vacÌm procesu a p¯i n·slednÈ
interakci buÚky se substr·tem70,71. D¯ÌvÏjöÌ studie prok·zaly
vliv elektrickÈho n·boje povrchu substr·tu na f˙zi makrof·-
g˘72. Adheze byla nejvyööÌ na kationtovÈm povrchu ve srov-
n·nÌ s neutr·lnÌm a aniontov˝m. Sugimoto a spol.69 popisujÌ,
ûe s r˘stem z·pornÈho n·boje sÌlila migrace bunÏk. NabitÈ
skupiny substr·tu navÌc ovlivÚujÌ sorpci adheznÌch protein˘
d˘leûit˝ch pro dobrÈ uchycenÌ a spr·vn˝ v˝voj bunÏk73.

3 . 5 . P o l a r i t a p o v r c h u

Z hlediska biokompatibility je zajÌmav˝m projevem ion-
tovÈ implantace do polymer˘ zmÏna sm·Ëivosti povrchu. Sou-
visÌ to se zmÏnami chemickÈho sloûenÌ povrchovÈ vrstvy
a zmÏnami drsnosti35. VÏtöina autor˘ uv·dÌ, ûe p¯i implantaci
iont˘ do nepol·rnÌch polymer˘ doch·zÌ ke zvyöov·nÌ pola-
rity materi·lu v souvislosti se vznikem oxidovan˝ch struk-
tur12,17,27,36,47,74. Tsuji a spol.19 uv·dÏjÌ, ûe n·r˘st polarity m˘ûe
b˝t kromÏ oxidace odvozen tÈû od zv˝öenÈ karbonizace povr-
chu po iontovÈ implantaci. Kim a spol.36 a Koh a spol.35

nez·visle pozorovali, ûe p¯i pouûitÌ Ar+ a O+ iont˘ polarita
p˘vodnÏ m·lo pol·rnÌho polymeru (PTFE) d·le klesala. Po-
kles polarity u implantovan˝ch vzork˘ p¯iËÌtajÌ auto¯i zdrsnÏ-
nÌ povrchu. U pol·rnÌch polymer˘ bylo pozorov·no, ûe pola-
rita klesala ˙mÏrnÏ energii iont˘, coû je vysvÏtlov·no degra-
dacÌ pol·rnÌch skupin boËnÌch ¯etÏzc˘19. Gavrilov a spol.27

uv·dÏjÌ, ûe polarita povrchu PE po iontovÈ implantaci s d·v-
kou roste, ale z˘st·v· niûöÌ neû p¯i pouûitÌ plazmatu. Mnoho
autor˘ uv·dÌ, ûe v pr˘bÏhu uskladnÏnÌ a st·rnutÌ polymer˘
oz·¯en˝ch plazmatem doch·zÌ ke zpÏtnÈmu n·r˘stu hydrofo-
bicity p˘vodnÏ nepol·rnÌch substr·t˘. Morra a spol.75 p¯edpo-
kl·dajÌ, ûe tento efekt je zp˘soben reorientacÌ Ë·stÌ ¯etÏzc˘
z povrchovÈ do podpovrchovÈ vrstvy. HnacÌ silou je podle nÏj
minimalizace povrchovÈ energie. Hyun a spol.76 vyuûili ion-
tovÈ implantace do PET ke zmenöenÌ pohyblivosti ¯etÏzc˘
sÌùov·nÌm, a tÌm i k utlumenÌ reorientace pol·rnÌch Ë·stÌ ¯etÏz-
c˘.

Je zn·mo, ûe polymery typu PE a polystyrenu (PS) jsou

v nemodifikovanÈ formÏ pro biologickÈ ˙Ëely p¯Ìliö hydro-
fobnÌ. V literatu¯e uv·dÏnÈ kontaktnÌ ˙hly destilovanÈ vody
jsou pro PE 97∞ a pro PS 90∞ (cit.77). Vhodn˝m ¯eöenÌm pro
˙pravu sm·Ëivosti m˘ûe b˝t iontov· implantace. P¯i oza¯ov·nÌ
polymer˘ doch·zÌ k oxidaci povrchovÈ vrstvy a polymer se
st·v· pol·rnÏjöÌm12,15,31,32. HydrofilnÌ povrchy vzniklÈ ionto-
vou implantacÌ mohou buÔ p¯Ìm˝m kontaktem s buÚkami
nebo prost¯ednictvÌm sorpce protein˘ aktivovat bunÏËnou ad-
hezi77. V˝hodou takto vznikl˝ch povrch˘ navÌc je, ûe v pr˘bÏ-
hu st·rnutÌ vzork˘ nedoch·zÌ k poklesu polarity, jako je tomu
nap¯Ìklad u vzork˘ oza¯ovan˝ch plazmatem27,75.

R˘znÌ auto¯i studovali vliv polarity materi·lu na poËet
adherujÌcÌch bunÏk a doöli k z·vÏru, ûe adheze bunÏk na po-
laritÏ z·visÌ, ale hodnota optim·lnÌ sm·Ëivosti a kontaktnÌho
˙hlu se pro r˘znÈ typy bunÏk liöÌ. Na vzorcÌch PE nap¯. byl
pozorov·n soustavn˝ n·r˘st poËtu bunÏk s rostoucÌ sm·Ëi-
vostÌ78. Naproti tomu na vzorcÌch PS nebyla z·vislost mono-
tonnÌ19. Matematick˝ model popisujÌcÌ vztah mezi bunÏËnou
adhezÌ a kontaktnÌm ˙hlem nebyl zatÌm nalezen a podle Youn-
ga a spol.79 existuje mezi obÏma parametry pouze omezen·
souvislost. Byl studov·n takÈ vliv polarity na stupeÚ rozpro-
st¯enÌ bunÏk. Schakenraad a spol.78 publikovali, ûe z·vislost
rozprost¯enÌ bunÏk na polaritÏ mÏla pro r˘znÈ typy substr·t˘
sigmoidnÌ charakter.

3 . 6 . V l i v k a r b o n i z a c e p o l y m e r ˘

P¯i vysok˝ch d·vk·ch dopadajÌcÌch iont˘ m˘ûe doch·zet
v povrchovÈ vrstvÏ polymeru ke karbonizaci, pop¯. grafitizaci
materi·lu26,48,52. Ke karbonizaci doch·zÌ v d˘sledku uvolÚo-
v·nÌ tÏkav˝ch plynn˝ch produkt˘ p¯i iontovÈ implantaci80.
Suzuki a spol.15 detegovali v polymernÌch vzorcÌch po implan-
taci amorfnÌ uhlÌk a neuspo¯·danÈ grafitickÈ struktury. Gav-
rilov a spol.27 popisujÌ p¯i implantaci iont˘ do PE vznik kon-
denzovan˝ch aromatick˝ch struktur. Auto¯i27 k tvorbÏ uhlÌka-
t˝ch strukturpouûÌvali vysok˝ch d·vek (¯·dovÏ 1.1016 iont.cmñ2)
a mluvÌ o prahovÈ d·vce, p¯i jejÌmû p¯ekroËenÌ teprve doch·zÌ
k tvorbÏ zejmÈna amorfnÌch uhlÌkat˝ch struktur. GrafitickÈ
a amorfnÌ uhlÌkatÈ struktury vzniklÈ v polymerech iontovou
implantacÌ vykazujÌ vodivÈ a polovodivÈ vlastnosti18. V d˘-
sledku tvorby uhlÌkat˝ch struktur byla pops·na takÈ zv˝öen·
biokompatibilita tÏchto materi·l˘15,51.

UhlÌkatÈ materi·ly jsou zn·my svou vysokou biokompa-
tibilitou, jeû byla ovÏ¯ena v podmÌnk·ch in vitro stejnÏ jako in
vivo51,54,81. Jsou proto studov·ny moûnosti zv˝öenÌ biokompa-
tibility polymer˘ zvyöov·nÌm obsahu uhlÌku v jejich povrcho-
vÈ vrstvÏ. Je vyuûÌv·no nap¯. depozice uhlÌkov˝ch vrstev na
povrchu polymer˘82, dopov·nÌ polymer˘ sazemi32 nebo ionto-
vÈ implantace15. Ve vöech uveden˝ch p¯Ìpadech bylo prok·z·-
no zlepöenÌ adheze a r˘stu bunÏk. Biokompatibilita polymer˘
na b·zi uhlÌku indukovan· iontovou implantacÌ je p¯ipisov·na
p¯edevöÌm tvorbÏ amorfnÌho uhlÌku12,18, p¯iËemû vznik uhlÌka-
t˝ch struktur byl zaznamen·n zpravidla u nejvyööÌch implan-
taËnÌch d·vek a p¯i vysok˝ch energiÌch.

3 . 7 . C h e m i c k È s l o û e n Ì s u b s t r · t u

Mnoha autory je popisov·na tvorba nov˝ch funkËnÌch
skupin v modifikovan˝ch polymerech. Nap¯. po implantaci N+

a byla pops·na tvorba amin˘, po implantaci C+, O+, byl
pozorov·n vznik karbonyl˘50. P¯edpokl·d· se, ûe tyto novÈ

N2
+ O2

+
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skupiny mohou p¯ÌznivÏ ovlivÚovat biokompatibilitu mate-
ri·lu. Auto¯i d·vajÌ Ëasto do souvislosti adhezi bunÏk s che-
mick˝m sloûenÌm modifikovan˝ch substr·t˘. Proto se tato
kapitola zab˝v· vlivem vybran˝ch funkËnÌch skupin na cho-
v·nÌ bunÏk.

PozitivnÌ vliv aminoskupin na adhezi a r˘st bunÏk byl
pozorov·n jiû d¯Ìve83. Kikuchi a spol.39 pozorovali, ûe p¯ekro-
Ëila-li koncentrace aminoskupin jistou prahovou hodnotu, byl
poËet adherujÌcÌch bunÏk (BAEC) p¯Ìmo ˙mÏrn˝ mnoûstvÌ
tÏchto skupin. V p¯ÌpadÏ rozprost¯enÌ bunÏk nebyla pozoro-
v·na û·dn· prahov· hodnota, rozprost¯enÌ bunÏk bylo ˙mÏrnÈ
poËtu aminoskupin39. D˘leûitou roli p¯i interakcÌch bunÏk
s materi·ly na b·zi aminokyselin hrajÌ elektrostatickÈ sÌly
mezi kladnÏ nabit˝mi aminoskupinami a z·pornÏ nabit˝mi
mÌsty bunÏËnÈ membr·ny84,85.

Bylo publikov·no86, ûe hydroxylovÈ, aldehydovÈ a karbo-
xylovÈ skupiny vedou ke zv˝öenÌ adheze bunÏk k povrchu
materi·lu. Curtis a spol.37 zjistili, ûe selektivnÌ zablokov·nÌ
ñOH skupin na povrchu modifikovan˝ch PS vzork˘ zp˘sobilo
znaËn˝ pokles v poËtu adherujÌcÌch bunÏk. TakÈ Smetana
a spol.87 ve sv˝ch experimentech pozorovali  v˝razn˝  vliv
oxidovan˝ch struktur na chov·nÌ bunÏk. Zv˝öenÌ obsahu ñOH
a ñCOñNHñ skupin v testovan˝ch materi·lech (polymery na
b·zi kyseliny methakrylovÈ) vedlo ke zv˝öenÈmu rozprost¯enÌ
makrof·g˘ na povrchu vzork˘. Naproti tomu skupiny ñCOOH
jejich rozprost¯enÌ inhibovaly87. Metodou in vivo bylo pro-
k·z·no16, ûe po naroubov·nÌ kyseliny akrylovÈ na modifiko-
van˝ PE se zvyöuje adheze makrof·g˘. RovnÏû naroubovan˝
alanin (in vitro29) zvyöuje adhezi a r˘st keratinocyt˘ na PE
exponovanÈm ionty Ar+ a Xe+.

3 . 8 . M o d i f i k a c e m a l ˝ c h o b l a s t Ì

MikrodomÈny na povrchu polymeru mohou vznikat p¯i
implantaci nÌzk˝mi d·vkami iont˘, kdy nedoch·zÌ k p¯ekryvu
modifikovan˝ch oblastÌ, nebo v p¯ÌpadÏ, je-li substr·t oza¯o-
v·n p¯es masku88. Jestliûe je materi·l hydrofobnÌ, pak oz·¯en˝
materi·l obsahuje hydrofilnÌ (modifikovanÈ) i hydrofobnÌ (ne-
modifikovanÈ) oblasti. Velikost modifikovan˝ch oblastÌ z·-
visÌ na pouûitÈ d·vce iont˘, resp. ötÏrbinÏ masky88. Z literatury
je zn·mo, ûe norm·lnÌ cÈvnÌ endotel m· strukturu tvo¯enou
obdobn˝mi mikrodomÈnami. Lze p¯edpokl·dat88, ûe vhodn·
rovnov·ha mezi hydrofiliÌ a hydrofobiÌ m˘ûe b˝t klÌËem ke
zv˝öenÌ biokompatibility materi·l˘. Okano a spol.89 uk·zali,
ûe na hydrofilnÌ domÈny se selektivnÏ v·zal albumin, zatÌmco
na hydrofobnÌ domÈny γ-globulin a fibrinogen. AdsorbovanÈ
proteiny tvo¯ily organizovanou mozaiku, kter· byla ¯Ìzena
strukturou mikrodomÈn. Lee a spol.13 prov·dÏli implantaci
Ne+ a Na+ iont˘ do polyuretanu s pouûitÌm masky a pozorovali,
ûe buÚky endotelu p¯ednostnÏ adherovaly na domÈny upra-
venÈ expozicÌ. BuÚky z neupraven˝ch oblastÌ polymeru mi-
grovaly do oblastÌ upraven˝ch. Tsuji a spol.19 studovali vliv
implantace polymeru p¯es masku (4 mm ◊ 40 µm) na orientaci
bunÏk. Zjistili, ûe buÚky se nat·Ëely ve smÏru podÈln˝ch r˝h.
PodobnÈ v˝sledky na polyurethanu publikoval i Lee a spol.13

4. Z·vÏr

Expozice povrchu polymer˘ iont˘m o vysokÈ energii je
perspektivnÌ metodou k modifikaci polymer˘ pro biomedicÌn-

skÈ ˙Ëely. P¯i degradaci se v modifikovanÈ vrstvÏ ötÏpÌ che-
mickÈ vazby a kromÏ plynn˝ch produkt˘ se tvo¯Ì radik·ly
a konjugovanÈ dvojnÈ vazby (zvyöujÌcÌ elektrickou vodivost),
u nepol·rnÌch polymer˘ vzr˘st· polarita (zvyöuje se sm·-
Ëivost), vzr˘st· obsah uhlÌkat˝ch struktur a mÏnÌ se povrchov·
morfologie polymer˘. Tyto faktory, kromÏ dalöÌch, v˝znamnÏ
ovlivÚujÌ biokompatibilitu povrchu polymeru. Je z¯ejmÈ, ûe
na povröÌch exponovan˝ch polymer˘ doch·zÌ k lepöÌ, pevnÏjöÌ
a homogennÏjöÌ adhezi a proliferaci bunÏk, coû bylo pro-
k·z·no metodami in vitro i in vivo.

Auto¯i dÏkujÌ GrantovÈ agentu¯e »R za finanËnÌ podporu
projektu Ë. 203/99/1626 a GrantovÈ agentu¯e Akademie vÏd
»R za podporu projektu Ë. A 7011908.
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1. ⁄vod

Jako geneticky modifikovan˝ organismus (GMO) je ozna-
Ëov·n organismus, kromÏ ËlovÏka, jehoû dÏdiËn˝ materi·l byl
zmÏnÏn genetickou modifikacÌ (definice ze z·kona Ë. 153/
2000 Sb.1). GenetickÈ modifikace (GM) jsou p¯ÌmÈ a cÌlenÈ
z·sahy do dÏdiËnÈho materi·lu organismu Ëi zmÏna genetic-
kÈho materi·lu z·mÏrn˝m vnesenÌm cizorodÈ informace do
hostitelskÈho org·nu. TermÌn transformace je pouûÌv·n pro
oznaËenÌ procesu vnesenÌ cizorodÈ DNA (cit.2).

Z·kladem genov˝ch technologiÌ je fakt, ûe chemickÈ slo-
ûenÌamolekul·rnÌstrukturadeoxyribonukleovÈkyseliny(DNA),
kter· je nositelkou dÏdiËnosti, a zp˘sob, jÌmû se uspo¯·d·nÌ

bazÌ DNA promÌt· do uspo¯·d·nÌ aminokyselin v bÌlkovin·ch
(genetick˝ kÛd), jsou pro vöechny ûivÈ organismy totoûnÈ. Je
tedy moûnÈ p¯en·öet hmyzÌ nebo rostlinnÈ geny do bunÏk
savc˘ nebo lidskÈ geny do bakteriÌ.

Mezi geneticky modifikovanÈ organismy jsou ¯azeny or-
ganismy, do kter˝ch byl pomocÌ metod genetickÈho inûen˝r-
stvÌ vnesen gen o zn·mÈm sloûenÌ a funkci, nesoucÌ pouze
poûadovanou vlastnost. OstatnÌ geny z˘stanou prakticky ne-
dotËeny.

UplatnÏnÌ modernÌch biotechnologick˝ch postup˘ v ze-
mÏdÏlstvÌ a v potravin·¯skÈm pr˘myslu p¯in·öÌ znaËnÈ ˙spory
n·klad˘ a m˘ûe pomoci vy¯eöit problÈm nedostatku potravin
zp˘soben˝ neust·le se zvyöujÌcÌ populacÌ obzvl·ötÏ v zemÌch
t¯etÌho svÏta. Na druhÈ stranÏ je p¯i vyuûÌv·nÌ GMO nezbytn·
opatrnost vzhledem k tomu, ûe moûnÈ neû·doucÌ projevy by
mohly negativnÏ ovlivÚovat ostatnÌ organismy vËetnÏ Ëlo-
vÏka. Rychl˝, intenzivnÌ v˝zkum a v˝voj tÈto technologie
a kontrola jejÌho pouûitÌ jsou vöak p¯edpokladem, ûe zkuöe-
nosti budou p¯ib˝vat, a tÌm omezenÌ klesat3.

Moûnost neû·doucÌch projev˘ musÌ b˝t nezbytnÏ respek-
tov·na. V souËasnÈ dobÏ v ¯adÏ zemÌ celÈho svÏta platÌ urËit·
omezenÌ pro distribuci, prodej a vyuûitÌ GMO. V »eskÈ repub-
lice podlÈh· proces nakl·d·nÌ s GMO z·konu Ë. 153/2000 Sb.
Tento z·kon byl schv·len v kvÏtnu 2000, p¯ÌsluönÈ vyhl·öky
v ¯Ìjnu tÈhoû roku. Z·kon zahrnuje problematiku Ñuzav¯e-
nÈhoì, tj. v podstatÏ laboratornÌho nakl·d·nÌ s GMO, uv·dÏnÌ
GMO do prost¯edÌ a do obÏhu (na trh). D·le byla v »eskÈ
republice v r. 2000 schv·lena novela z·kona Ë. 110/1997 Sb.
o potravin·ch a tab·kov˝ch v˝robcÌch ve znÏnÌ z·kona Ë. 306/
2000. Novelizovan· vyhl·öka Ë. 324/1997 ve znÏnÌ 24/2001
Ël. 7 Sb. byla schv·lena 17.1.2001 s platnostÌ od 1.6.2001
s v˝jimkou paragrafu t˝kajÌcÌho se povinnosti znaËit gene-
ticky modifikovanÈ potraviny s obsahem transgennÌ DNA 1 %
a v˝öe (bude uvedena v platnost 1.1.2002).

V souËasnÈ dobÏ je v˝zkum zamÏ¯en na p¯enos p¯Ìsluö-
n˝ch genov˝ch sekvencÌ do potravin·¯sky v˝znamn˝ch rostlin
jako r˝ûe, pöenice, jeËmen, ûito, rajËata, fazole a hr·ch2. Mimo
to se pracuje na zlepöenÌ vlastnostÌ dalöÌch druh˘ ovoce a ze-
leniny (brokolice, maliny, meloun apod.). Vedle zemÏdÏl-
sk˝ch plodin lze oËek·vat dalöÌ rozvoj p¯Ìpravy geneticky
modifikovan˝ch mikroorganism˘ pouûÌvan˝ch p¯i v˝robÏ po-
travin (startovacÌ kultury v mlÈk·renskÈm pr˘myslu2), pivo-
varskÈ kvasinky, peka¯skÈ droûdÌ), v oblasti pr˘myslov˝ch
rostlin pro p¯Ìpravu farmak a plast˘, ûivoËich˘ pro p¯Ìpravu
farmak, moûnosti vyuûitÌ zvÌ¯ecÌch org·n˘ pro transplantace.

Kontrola potravin·¯sk˝ch surovin i samotn˝ch potravin
a urËov·nÌ p¯Ìtomnosti transgen˘ je dnes öiroce se rozvÌjejÌcÌ
vÏdnÌ oblastÌ, kter· spojuje znalosti genetickÈho inûen˝rstvÌ,
biochemie, mikrobiologie a dalöÌch vÏdnÌch disciplÌn. P¯i de-
tekci GMO jsou kladeny vysokÈ poûadavky na specifiËnost
a citlivost pouûÌvan˝ch postup˘. Z·kladnÌ schÈma detekce
GMO zahrnuje odbÏr reprezentativnÌho vzorku matrice, ex-
trakci nukleov˝ch kyselin nebo protein˘, testovacÌ metody
potvrzujÌcÌ p¯Ìtomnost transgenu, identifikaci transgenu a jeho
kvantifikaci. BÏûnÏ pouûÌvanÈ postupy jsou shrnuty v tabul-
ce I.
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Tabulka I
Techniky bÏûnÏ pouûÌvanÈ pro detekci geneticky modifikovan˝ch organism˘

Detekce nukleov˝ch kyselin detekce DNA PCR a jejÌ aplikace (multiplex PCR, nested PCR)
kvantitativnÌ kompetitivnÌ PCR (QC PCR)
Real-Time PCR
Southern˘v p¯enos
mikroËipy

detekce RNA reverznÌ transkripce ñ PCR (RT-PCR)
northern hybridizace
RPA (Ribonuclease Protein Assay)

Detekce proteinu imunometody ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
western p¯enos (Imunoblot)

urËenÌ aktivity produktu transgenu
OstatnÌ techniky chromatografie

infraËerven· spektroskopie

2. Metody zaloûenÈ na detekci
nukleov˝ch kyselin

Pro detekci GMO b˝vajÌ Ëasto pouûÌv·ny metody zaloûenÈ
na detekci nukleov˝ch kyselin (NK). Mezi vhodnÈ metody
pat¯Ì polymerasov· ¯etÏzov· reakce (PCR) a jejÌ variace ñ
multiplex PCR, nested PCR, kvantitativnÌ kompetitivnÌ PCR
(QC PCR), Real-Time PCR, reverznÌ transkripce ñ PCR (RT-
-PCR), Southern hybridizace, northern hybridizace a ribonu-
clease protein assay (RPA), zaloûen· na specifickÈ vazbÏ
bÌlkoviny na nukleovou kyselinu. JednÌm z prvnÌch krok˘
test˘ zaloûen˝ch na detekci NK je jejich extrakce z testovanÈ-
ho vzorku potravin a potravin·¯sk˝ch surovin. Extrakce nu-
kleov˝ch kyselin zahrnuje lyzi bunÏËn˝ch membr·n, inakti-
vaci bunÏËn˝ch nukleas a separaci nukleov˝ch kyselin od
zbytk˘ bunÏk. Efektivita metod zaloûen˝ch na detekci nukleo-
v˝ch kyselin z·leûÌ na kvalitÏ a ËistotÏ extrahovan˝ch nukleo-
v˝ch kyselin. Kvalita DNA je ud·v·na dÈlkou fragment˘
a stupnÏm poökozenÌ, kterÈ m˘ûe b˝t zp˘sobeno vyööÌmi te-
plotami, nÌzk˝m pH prost¯edÌ nebo p˘sobenÌm nukleas. NÏ-
kterÈ typy potravin (nap¯. pyrÈ) jsou n·roËnÏjöÌ na v˝bÏr vhod-
nÈ extrakËnÌ metody a purifikaËnÌho procesu (kapitola 2.1.3.).

MnoûstvÌ extrahovanÈ DNA lze stanovit elektroforeticky,
fluorometricky nebo spektrofotometricky pomocÌ UV svÏtla
o vlnovÈ dÈlce 260 nm. »istota extrahovanÈ DNA b˝v· urËena
z pomÏru absorbancÌ p¯i 260 a 280 nm.

2 . 1 . P o l y m e r a s o v · ¯ e t Ï z o v · r e a k c e

Polymerasov· ¯etÏzov· reakce (polymerase chain reac-
tion, PCR) je in vitro reakce umoûÚujÌcÌ namnoûenÌ definova-
n˝ch ˙sek˘ DNA. Reakce je katalyzov·na termostabilnÌ DNA
polymerasou, nap¯. Taq DNA polymerasou izolovanou z ter-
mofilnÌ bakterie Thermus aquaticus. K namnoûenÌ cÌlovÈ DNA
se pouûÌv· dvou oligonukleotidov˝ch primer˘, kterÈ hybridi-
zujÌ s komplement·rnÌmi ¯etÏzci DNA.

VlastnÌ PCR se skl·d· z cyklickÈho opakov·nÌ 3 z·klad-
nÌch krok˘:
1) oddÏlenÌ vl·ken dvojöroubovice DNA teplotnÌ denaturacÌ,
2) p¯ipojenÌ primer˘ k jejich komplement·rnÌm ˙sek˘m v DNA

(annealing),

3) elongace primer˘ Taq polymerasou.
PoËet tÏchto cykl˘ (zpravidla 35 nebo 40) z·visÌ na kon-

centraËnÌch pomÏrech v reakËnÌ smÏsi, poûadovanÈm v˝tÏûku
a ûivotnosti enzymu.

PCR umoûÚuje specifickÈ a citlivÈ namnoûenÌ nÌzkÈho
mnoûstvÌ cÌlov˝ch sekvencÌ DNA. V takovÈm p¯ÌpadÏ se jako
post-PCR detekce vÏtöinou pouûÌv· horizont·lnÌ elektroforÈza
v agarosovÈm gelu. P¯i tomto zp˘sobu detekce amplifiko-
van˝ch produkt˘ existuje riziko, ûe dojde k z·mÏnÏ nespecific-
ky namnoûenÈho ˙seku a specifickÈho PCR produktu, zvl·ötÏ
pokud se jedn· o produkty podobnÈ velikosti. Pro snÌûenÌ
rizika zÌsk·nÌ faleönÏ pozitivnÌch v˝sledk˘ m˘ûe b˝t produkt
namnoûenÌ podroben n·slednÈmu ötÏpenÌ restrikËnÌmi endo-
nukleasami4,5.

Pro charakterizaci a konfirmaci PCR produktu je d·le
moûnÈ pouûÌt sekvenci DNA Ëi Southern˘v p¯enos s digoxi-
geninem znaËenou oligonukleotidovou probou6. Po elektro-
foretickÈm dÏlenÌ lze pomocÌ Southernova p¯enosu produkt˘
potvrdit, ûe sekvence mezi primery je hledanou sekvencÌ6.
Tento krok je velmi ËasovÏ n·roËn˝, v praxi je z¯Ìdka vyuûÌ-
v·n. P¯Ìstup je v souladu s postupem doporuËen˝m pro anal˝zu
geneticky modifikovan˝ch brambor ve shodÏ s ß 35 German
Food Act7.

2.1.1. Detekce GMO v potravin·ch a potravin·¯sk˝ch
surovin·ch pomocÌ PCR reakce

Detekce GMO v potravin·ch pomocÌ PCR je komplexnÌm
vÌceparametrov˝m problÈmem. Proces urËov·nÌ p¯Ìtomnosti
GMO je sloûen z izolace templ·tovÈ DNA (pre-PCR), vlastnÌ
PCR reakce, detekce namnoûen˝ch produkt˘ a vyhodnocenÌ
zÌskan˝ch ˙daj˘ (post-PCR).

KritickÈ faktory pro pre-PCR jsou n·sledujÌcÌ:
ñ homogenita analyzovanÈho vzorku,
ñ izolace templ·tovÈ DNA,
ñ standardnÌ proces pro odhad koncentrace genomovÈ DNA

a vöech reakËnÌch Ëinidel pouûÌvan˝ch v reakci.
Pro PCR reakci jsou kritickÈ tyto body:

ñ nastavenÌ reakËnÌch parametr˘,
ñ d·vkov·nÌ reaktant˘,
ñ teplotnÌ a Ëasov˝ program.

Chem. Listy 96, 25 ñ 32 (2002) Refer·ty

26



Pro post-PCR proces je kritick˝m bodem citlivost detekce
amplifikovan˝ch produkt˘.

V souËasnÈ dobÏ jsou v evropsk˝ch kontrolnÌch potravi-
n·¯sk˝ch laborato¯Ìch specificky detegov·ny transgennÌ DNA
sekvence p¯ev·ûnÏ prost¯ednictvÌm PCR reakce. Vedle speci-
fick˝ch metod jsou rozvÌjeny (a jiû k dispozici) screeningovÈ
metody umoûÚujÌcÌ detekci tÈmÏ¯ jakÈhokoliv schv·lenÈho
transgenu2. PCR je pouûÌv·no pro rychlÈ anal˝zy vysok˝ch
poËt˘ vzork˘. Je-li reakËnÌ produkt kratöÌ neû cca 1000 bp,
m˘ûe pouûitÌ relativnÏ dlouh˝ch primer˘ (25ñ30 nukleotid˘)
s vysokou teplotou p¯ipojenÌ (Tm ~ 65ñ68 ∞C) pomoci zabez-
peËit p¯esnost reakce. Pro reprodukovatelnou detekci je rozho-
dujÌcÌ zajiötÏnÌ dostateËnÈ citlivosti primer˘, umÌstÏnÌ primer˘
ovlivÚuje informaËnÌ hodnotu produktu PCR. Ve schÈmatu 1
je zn·zornÏn pouûÌvan˝ PCR systÈm detekce geneticky modi-
fikovan˝ch organism˘. SchÈma ukazuje p¯edem p¯ipravenou
rostlinnou transkripËnÌ jednotku obsahujÌcÌ promotor (P), kÛ-
dujÌcÌ sekvence (A, B) a termin·tor (T). D·le jsou zn·zornÏny
rozdÌlnÈ pozice komplement·rnÌch primer˘ a informace, kterÈ
je moûno zÌskat z v˝sledk˘ polymerasovÈ ¯etÏzovÈ reakce.
Pokud jsou v danÈ reakci pouûity primery komplement·rnÌ ke
genomovÈ DNA, ze zÌskan˝ch v˝sledk˘ m˘ûeme urËit, je-li
extrahovan· deoxyribonukleov· kyselina schopna namnoûenÌ
PCR procesem (viz schÈma ñ ˙roveÚ I, DruhovÏ specifickÈ
PCR). Nap¯. u potravin Ë·steËnÏ vyroben˝ch z transformovanÈ
sÛji je prov·dÏna detekce sÛjovÈho lecitinovÈho genu8. V p¯Ì-
padÏ pouûitÌ primer˘ komplement·rnÌch k regulaËnÌm sek-
vencÌm mohou zÌskanÈ v˝sledky potvrdit p¯Ìtomnost trans-
gennÌ DNA v testovanÈm vzorku potraviny nebo potravi-
n·¯skÈ suroviny (˙roveÚ II, ÑScreeningì PCR). P¯Ìkladem je
kvalitativnÌ PCR systÈm specifick˝ pro origin·lnÌ sekvence
35S promotoru viru kvÏt·kovÈ mozaiky (P-35S promotor) Ëi
nos termin·toru z p˘dnÌ bakterie Agrobacterium tumefaciens,
jeû pat¯Ì mezi nejËastÏji pouûÌvanÈ regulaËnÌ sekvence p¯i
cÌlenÈm p¯enosu gen˘ do rostlinn˝ch bunÏk pomocÌ A. tume-
faciens9. Prost¯ednictvÌm primer˘ nasedajÌcÌch uvnit¯ trans-

gennÌ DNA b˝v· urËen vloûen˝ gen (˙roveÚ III, Amplifikace
transgenu). Primery  komplement·rnÌ  k regulaËnÌ  sekvenci
a genu urËujÌ vloûenou transkripËnÌ jednotku (˙roveÚ IV, Kon-
strukt specifickÈ PCR) a primery amplifikujÌcÌ ˙sek mezi
regulaËnÌ sekvencÌ a genomovou DNA urËujÌ druh transgen-
nÌho organismu (˙roveÚ V, Odr˘dovÏ specifickÈ PCR).

Detekce genetick˝ch marker˘ indukujÌcÌch genetickÈ mo-
difikace b˝vajÌ takÈ prov·dÏny pouûitÌm specifickÈho a cit-
livÈho namnoûenÌ DNA pomocÌ PCR procesu. PoËet selek-
ËnÌch gen˘ pouûÌvan˝ch p¯i genov˝ch modifikacÌch rostlin je
velmi öirok˝, nejËastÏji jsou pouûÌv·ny geny kÛdujÌcÌ enzymy
β-glukuronidasu (GUS) a luciferasu. V poslednÌ dobÏ byl
pops·n autofluorescenËnÌ protein z med˙zy tzv. green fluores-
cence protein (GFP), poËet jeho pouûitÌ jako markerovÈho
enzymu vkl·danÈho do rostlin st·le vzr˘st·. Markery jsou
velmi v˝hodnÈ pro studium exprese transgenu, charakterizaci
promotoru a rychl˝ screening velkÈho mnoûstvÌ transforman-
t˘10.

PomocÌ PCR metody m˘ûe b˝t prok·z·na pouze p¯Ìtom-
nost sekvencÌ komplement·rnÌch ke zvolen˝m primer˘m. ZÌs-
kanÈ v˝sledky nenaznaËujÌ, zda je templ·t DNA integrovan˝
do genomu rostliny ani jeho koncentraci. V˝voj kvantitativnÌ
PCR metody otevÌr· moûnost pouûitÌ tÈto technologie pro
zjiöùov·nÌ v˝sledk˘ d¯Ìve zÌskan˝ch pomocÌ Southern hybridi-
zace, nap¯. odhad poËtu kopiÌ transgenu10.

ObmÏnou tradiËnÌ polymerasovÈ ¯etÏzovÈ reakce m˘ûe
b˝t p¯id·nÌ n·sobnÈho mnoûstvÌ p·r˘ primer˘ do reakËnÌ smÏsi
ñ multiplex PCR. Tato modifikace umoûÚuje analyzovat vÌce
parametr˘ v pr˘bÏhu jednoho reakËnÌho procesu, coû je zvl·ötÏ
v˝hodnÈ pr·vÏ p¯i detekci geneticky modifikovan˝ch organis-
m˘. P¯Ìtomnost vÌce p·r˘ primer˘ v reakËnÌ smÏsi vöak m˘ûe
zp˘sobovat mnoho problÈm˘, nap¯. zvyöovat tvorbu nespr·v-
n˝ch PCR produkt˘ Ëi diskriminaci delöÌch DNA fragment˘11.
Pro multiplex PCR proces jsou vybÌr·ny primery s podobnou
teplotou p¯ipojenÌ (Tm). DÈlka namnoûen˝ch produkt˘ by mÏla
b˝t blÌzk·, p¯i vÏtöÌch rozdÌlech b˝v· up¯ednostÚov·na ampli-

SchÈma 1. PouûÌvan˝ PCR systÈm detekce geneticky modifikovan˝ch potravin a potravin·¯sk˝ch surovin
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fikace kratöÌho ˙seku, coû m· za n·sledek odliönÈ mnoûstvÌ
namnoûen˝ch produkt˘. Ke snÌûenÌ tÏchto rozdÌl˘ se v reakËnÌ
smÏsi pro multiplex PCR pouûÌv· pufr obsahujÌcÌ p¯Ìdavek
Taq polymerasy, kter˝ sniûuje konkurenci mezi amplikony,
a tÌm diskriminaci delöÌch fragment˘.

Ke zv˝öenÌ citlivosti a p¯esnosti m˘ûe b˝t pouûito tzv.
nested PCR, kter· je sloûena ze dvou po sobÏ n·sledujÌcÌch
amplifikaËnÌch reakcÌ s 15ñ30 reakËnÌmi cykly. Templ·tem
prvnÌ reakce je DNA zÌskan· extrakcÌ vzorku, templ·tem
druhÈ je produkt zÌskan˝ reakcÌ prvnÌ. Jako primery jsou
pouûity dva druhy oligonukleotidovÈ sekvence (vnit¯nÌ a vnÏj-
öÌ). Vnit¯nÌ primery jsou komplement·rnÌ k oblasti produktu
zÌskanÈho prvnÌ reakcÌ12. ProtipÛlem zv˝öenÈ citlivosti je vöak
vzr˘stajÌcÌ riziko kontaminace. P¯esnost je zv˝öena dÌky faktu,
ûe tato technika skoro vûdy eliminuje namnoûenÌ nespecific-
k˝ch amplifikaËnÌch produkt˘. S vysokou pravdÏpodobnostÌ
nenÌ û·dn˝ nespecifick˝ produkt vznikajÌcÌ v pr˘bÏhu prvnÌ
amplifikace dostateËnÏ komplement·rnÌ k vnit¯nÌm primer˘m.
Z tohoto d˘vodu nem˘ûe slouûit jako templ·t pro druhou PCR
amplifikaci.

Z·vaûnou chybou p¯i anal˝ze vzork˘ pomocÌ PCR je vznik
faleönÏ pozitivnÌch a negativnÌch v˝sledk˘. K detekci faleönÏ
pozitivnÌch v˝sledk˘ m˘ûe dojÌt tak, ûe materi·l p¯ipraven˝
k vyöet¯enÌ je v laborato¯i kontaminov·n amplikony, kterÈ se
dostaly do vzduchu bÏhem pipetov·nÌ jinÈho, jiû amplifiko-
vanÈho vzorku nebo p¯ÌmÏsÌ GM organismu p¯i zpracov·nÌ
testovanÈho vzorku. K faleönÏ pozitivnÌmu v˝sledku staËÌ
zcela nepatrn· p¯ÌmÏs smÏsi spadl· do dosud nezpracovanÈho
vzorku. Riziko lze snÌûit d˘sledn˝m prostorov˝m oddÏlenÌm
jednotliv˝ch operacÌ, pouûÌv·nÌm lamin·rnÌch box˘, öpiËek
s filtry zabraÚujÌcÌmi kontaminaci mechaniky pipet. Pro elimi-
naci nespr·vn˝ch v˝sledk˘ je vhodnÈ do kaûdÈ sÈrie testo-
van˝ch vzork˘ za¯adit pozitivnÌ a negativnÌ kontrolu. Jako
negativnÌ kontrola m˘ûe b˝t pouûita nemodifikovan· DNA
nebo sterilnÌ voda, jako pozitivnÌ kontrola pak ovÏ¯en· cÌlov·
sekvence. V˝sledky zÌskan˝mi amplifikacÌ negativnÌ kontroly
je ovÏ¯ena nep¯Ìtomnost kontaminace reagenciÌ, pouûÌvan˝ch
p¯Ìstroj˘, pom˘cek i pracovnÌho prost¯edÌ. PozitivnÌ kontrolou
b˝v· ovÏ¯ena funkËnost vöech krok˘ procesu, a tÌm zabr·nÏnÌ
zisku faleönÏ negativnÌch v˝sledk˘.

2.1.2. Kvantifikace GMO v potravin·ch pomocÌ PCR

HlavnÌm nedostatkem tradiËnÌ PCR je nep¯esn· kvantifi-
kace, kter· je z·visl· na ˙Ëinnosti amplifikaËnÌho procesu.
Jestliûe je reakËnÌ efektivita (E) konstantnÌ pro kaûd˝ reakËnÌ
cyklus, koncentrace PCR produktu je ˙mÏrn· mnoûstvÌ po-
Ë·teËnÌ cÌlovÈ DNA. Efektivita vöak nenÌ parametrem kon-
stantnÌm, ale promÏnn˝m, aù jiû v r·mci r˘zn˝ch reakcÌ Ëi
v pr˘bÏhu jednÈ reakce. ZejmÈna v poslednÌch cyklech poly-
merasovÈ ¯etÏzovÈ reakce, kdy jsou produkty tvo¯enÈ v ne-
exponenci·lnÌ f·zi nezn·mou reakËnÌ rychlostÌ. Za ˙Ëelem
dosaûenÌ maxim·lnÌ citlivosti PCR procesu je mnoûstvÌ vytvo-
¯enÈho produktu mÏ¯eno v z·vÏreËnÈ f·zi, kdy amplikon do-
s·hne maxim·lnÌho v˝tÏûku (Ñplato f·zeì). V tÈto f·zi procesu
je korelace mezi koncentracÌ produktu a poË·teËnÌm mnoû-
stvÌm cÌlovÈ DNA jen velmi nÌzk·13ñ15. Pro kvantifikaci DNA
jsou pouûÌv·ny techniky zaloûenÈ na principu PCR, takovÈ
jako kvantitativnÌ kompetitivnÌ polymerasov· ¯etÏzov· reakce
(QC PCR) a Real-Time PCR, kterÈ vy¯eöily problÈm urËenÌ
vztahu mezi koncentracÌ cÌlovÈ DNA sekvence a mnoûstvÌm

PCR produktu vytv·¯enÈho bÏhem amplifikace. Nalezen· ¯e-
öenÌ jsou n·sledujÌcÌ:
1. SpoleËn· amplifikace cÌlovÈ sekvence a vnit¯nÌho stan-

dardu v p¯ÌpadÏ kvantifikace cÌlovÈ sekvence pomocÌ QC
PCR.

2. MÏ¯enÌ PCR produktu v poË·teËnÌch f·zÌch reakce, kdy je
E st·le jeötÏ konstantnÌ, a proto jsou koncentrace produktu
v korelaci s poË·teËnÌ koncentracÌ cÌlovÈ DNA sekvence.
Tohoto principu vyuûÌvajÌ metody Real-Time PCR a PCR-
-ELISA.
KritickÈ body pro kvantitativnÌ anal˝zu jsou selektivita

reakce, reprodukovatelnost, p¯esnost a detekËnÌ limit10.

2.1.2.1. KvantitativnÌ kompetitivnÌ polymerasov· ¯etÏzov·
reakce (QC PCR)

Principem kvantitativnÌ kompetitivnÌ PCR metody (QC
PCR) je amplifikace vnit¯nÌho DNA standardu spoleËnÏ s cÌlo-
vou DNA. Kvantifikace p¯ÌtomnÈho GMO ve vzorku je dosa-
ûeno elektroforeticky, porovn·nÌm intenzity prouûku PCR
produktu zÌskanÈho namnoûenÌm cÌlovÈ sekvence s vnit¯nÌm
standardem16,17. RozdÌl  ve velikosti produkt˘ se pohybuje
maxim·lnÏ v desÌtk·ch p·r˘ bazÌ18. QC PCR metoda byla
˙spÏönÏ testov·na v mezin·rodnÌm kruhovÈm testu pro kvan-
titativnÌ stanovenÌ transgenu sÛji Roundup ReadyÆ a kuku¯ice
MaximizerÆ (cit.16).

2.1.2.2. Real-Time PCR

P¯i Real-Time PCR doch·zÌ k monitorov·nÌ vznikajÌcÌho
produktu v pr˘bÏhu celÈho amplifikaËnÌho procesu a kvanti-
fikace je provedena v exponenci·lnÌ f·zi syntÈzy DNA19. PrvnÌ
aplikacÌ byl systÈm zaloûen˝ na fluorimetrickÈm mÏ¯enÌ vnit¯-
nÌ  sondy. Tato  vnit¯nÌ  proba je sloûena  z kr·tkÈho  DNA
fragmentu, kter˝ obsahuje fluorofor i zh·öeË fluorescence.
DÌky jejich vz·jemnÈ blÌzkosti potlaËuje zh·öeË vöechnu fluo-
rescenci oz·¯enÈho fluoroforu. DNA sekvence sondy je navr-
ûena uvnit¯ cÌlovÈ sekvence. V pr˘bÏhu kaûdÈho cyklu je
stejnÏ jako p¯i klasickÈ polymerasovÈ reakci dvojvl·kno DNA
nejd¯Ìve separov·no na jednotliv· vl·kna, d·le doch·zÌ k na-
sednutÌ primer˘ a vnit¯nÌ sondy, poslednÌm krokem je polyme-
race DNA polymerasou. DNA polymerasy pouûÌvanÈ v Real-
-Time PCR reakci vykazujÌ silnou 5íñ3í exonukleasovou ak-
tivitu, v pr˘bÏhu reakce tedy ötÏpÌ vnit¯nÌ sondu na jednot-
livÈ nukleotidy. V tomto stadiu se zh·öeË a fluorofor jiû ne-
nach·zejÌ v dostateËnÈ blÌzkosti, a proto doch·zÌ k n·r˘stu
fluorescenËnÌho sign·lu. DalöÌ postup je zaloûen na pouûi-
tÌ dvou vnit¯nÌch sond s fluoroforem (na 3í konci hybridi-
zaËnÌ proby 1) a zh·öeËem fluorescence (na 5í konci hybridi-
zaËnÌ proby 2). Proby jsou navrûenÈ k nasednutÌ blÌzko sebe
uvnit¯ cÌlovÈ sekvence. PrvnÌ fluorofor po excitaci vnÏjöÌm
zdrojem emituje svÏtlo, kterÈ je zachyceno druhou probou,
ovöem jen za p¯edpokladu, ûe se obÏ proby nach·zÌ v tÏsnÈ
blÌzkosti. V pr˘bÏhu elongace doch·zÌ k uvolnÏnÌ vnit¯nÌch
prob, a tÌm k jejÌch odd·lenÌ. Druh· proba tedy nezachyt·v·
energii vysÌlanou prvnÌ, tÌm doch·zÌ k n·r˘stu fluorescence,
kter· je mÏ¯ena po nasednutÌ primer˘ v kaûdÈm reakËnÌm
cyklu20.

TakÈ je moûno pouûÌt SYBRR Green I, barvivo, kterÈ se
v·ûe na dsDNA. Pokud je barvivo SYBRR Green I nenav·-
zanÈ, je intenzita jeho fluorescenËnÌho sign·lu velmi nÌzk·. Po
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teplotnÌ denaturaci je DNA rozpletena na jednotliv· vl·kna,
nasednutÌm primer˘ dojde k vytvo¯enÌ kr·tkÈho ˙seku dsDNA,
na kterou m˘ûe b˝t nav·z·n SYBRR Green I. V pr˘bÏhu
elongace doch·zÌ k zapolymerov·nÌ vzr˘stajÌcÌho mnoûstvÌ
barviva. K mÏ¯enÌ fluorescence doch·zÌ v kaûdÈm cyklu, a to
na konci elongaËnÌ f·ze. ZaË·tek vzr˘stu z·visÌ na poË·teËnÌ
koncentraci cÌlovÈ sekvence DNA20.

AËkoliv je vysok· cena n·stroj˘ a specifick˝ch reagenciÌ
p¯ek·ûkou pro mnoho laborato¯Ì, Real-Time PCR m˘ûe b˝t
povaûov·n za v souËasnÈ dobÏ nejp¯esnÏjöÌ a nejv˝hodnÏjöÌ
z dostupn˝ch kvantitativnÌch metod.

2.1.3. OmezenÌ PCR detekce GM potravin

Pro svou rychlost, citlivost a specifiËnost je PCR potenci-
·lnÏ velmi ˙Ëinnou metodou detekce GM potravin. V˝znamn˝
vliv na v˝sledky zÌskanÈ PCR metodou m˘ûe mÌt proces
zpracov·nÌ potravin.

2.1.3.1. Degradace DNA

R˘znÈ faktory p¯ispÌvajÌcÌ degradaci DNA p¯i zpracov·nÌ
potravin m˘ûeme rozdÏlit na chemickÈ, fyzik·lnÌ a enzymovÈ.
Mezi tyto faktory jsou ¯azeny nap¯Ìklad:
ñ dlouhotrvajÌcÌ tepeln· ˙prava, jako nap¯. autokl·vov·nÌ

pouûÌvanÈ p¯i konzerv·rensk˝ch procesech, m˘ûe mÌt za
n·sledek hydrol˝zu DNA na menöÌ fragmenty nebo takovÈ
chemickÈ modifikace DNA, kterÈ znemoûÚujÌ PCR pro-
ces. Z tohoto d˘vodu m˘ûe anal˝za konzervovan˝ch po-
travin poskytovat faleönÏ negativnÌ v˝sledky,

ñ anal˝zu takÈ  znesnadÚuje vzr˘st chemickÈ modifikace
a hydrol˝zy DNA p¯i nÌzkÈm pH, nap¯. v˝robky konzer-
vovanÈ v octu nebo rajËatovÈ pyrÈ a produkty z rajsk˝ch
jablÌËek, jako t¯eba keËup. U tÏchto druh˘ potravin je
anal˝za velmi obtÌûn· a zÌskanÈ  v˝sledky nemusÌ b˝t
spr·vnÈ,

ñ p¯i prodlouûenÈm skladov·nÌ Ëerstv˝ch potravin  m˘ûe
doch·zet k enzymatickÈ degradaci DNA pomocÌ nukleas.

2.1.3.2. Inhibice PCR

ProblÈmem p¯i  pouûitÌ metody PCR pro  anal˝zu GM
potravin je p¯Ìtomnost inhibitor˘ reakce v testovanÈm ma-
teri·lu, kterÈ redukujÌ ˙Ëinnost amplifikaËnÌho procesu. Do
tÈto skupiny pat¯Ì mnoho bÏûn˝ch sloûek potravin:
ñ kationy: nap¯. Ca2+, Fe3+,
ñ tÏûkÈ kovy,
ñ uhlovodÌky,
ñ tanin (kyselina t¯Ìslov·), fenoly,
ñ soli: nap¯. NaCl, dusitany.

Studie popisovanÈ v literatu¯e indikujÌ, ûe stupeÚ inhibice
PCR je velmi z·visl˝ na typu potraviny, nap¯. va¯en· öunka
vykazuje malou nebo û·dnou inhibici, zatÌmco r˘znÈ druhy
mÏkk˝ch s˝r˘ kompletnÏ inhibujÌ PCR proces. Toto m˘ûe vÈst
k potenci·lnÌm analytick˝m problÈm˘m, nap¯. jestliûe byl
analyzov·n obsah GM sÛji v r˘znÏ plnÏn˝ch peËivech, a to
öunkou, mÏkk˝m s˝rem, öunkou i mÏkk˝m s˝rem z·roveÚ21.

PCR inhibice m˘ûe snadno vÈst k faleönÏ negativnÌm
v˝sledk˘m, p¯edevöÌm jestliûe je GM potravina analyzov·na
v laborato¯i, kde nemajÌ dostateËnÈ zkuöenosti s anal˝zou
potravin pomocÌ PCR metody. Znalost pravdÏpodobn˝ch in-

hibitor˘ v testovan˝ch vzorcÌch m˘ûe p¯ispÏt k v˝bÏru vhodnÈ
anal˝zy, modifikaci rutinnÌ extrakce a PCR procesu. V nÏ-
kter˝ch p¯Ìpadech je moûnÈ snÌûit inhibiËnÌ efekt z¯edÏnÌm
extraktu, ËÌmû doch·zÌ ke z¯edÏnÌ DNA i p¯Ìtomn˝ch inhibi-
tor˘. Toto vöak nelze pouûÌt, pokud je koncentrace DNA ve
vzorku nÌzk·. V takovÈm p¯ÌpadÏ mohou b˝t extrahovanÈ
nukleovÈ kyseliny d·le p¯eËiötÏny a zakoncentrov·ny. TakÈ
p¯Ìdavek PCR Ñenhancerì do reakce sniûuje stupeÚ inhibice.
TakovÈ analytickÈ modifikace mohou zabr·nit zÌsk·nÌ faleö-
nÏ negativnÌch v˝sledk˘ a umoûÚujÌ zv˝öit d˘vÏryhodnost
zÌskan˝ch v˝sledk˘. Na druhÈ stranÏ zvyöujÌ Ëas a cenu ana-
l˝zy21.

2.1.4. MikroËipy

Rychl˝ rozvoj molekul·rnÏ genetick˝ch metod umoûÚuje
p¯Ìpravu GMO, kterÈ obsahujÌ novÈ znaky, vyööÌ mnoûstvÌ
a rozmanitost vkl·dan˝ch gen˘ i regulaËnÌch prvk˘. Nap¯.
Hemmer9 jiû publikoval nÏkterÈ schv·lenÈ GM plodiny neob-
sahujÌcÌ promotor P-35S ani nos termin·tor. Z toho vypl˝v·
i pot¯eba anal˝zy vyööÌho mnoûstvÌ genetick˝ch modifikacÌ.
To pak vyûaduje v˝voj nov˝ch automatizovan˝ch systÈm˘,
kterÈ mohou snÌûit nejen Ëas, ale i n·klady anal˝z jako nap¯.
systÈmy zaloûenÈ na mikroËipech22ñ24. Principem je spojenÌ
teplotnÌ ¯etÏzovÈ reakce a mikroËipovÈ gelovÈ elektroforÈzy.
PojetÌ je zaloûeno na miniaturizaci n·st¯iku, zpracov·nÌ i ana-
l˝ze vzorku v jednoduchÈm za¯ÌzenÌ. Toto uspo¯·d·nÌ dovo-
luje rychlou (cca 1 minuta/cyklus) a ˙Ëinnou amplifikaci DNA
na Ëipech n·sledovanou elektroforetick˝m rozdÏlenÌm a de-
tekcÌ  amplifikovan˝ch  produkt˘. Ke snÌûenÌ  Ëasu anal˝zy
doch·zÌ redukcÌ poËtu pot¯ebn˝ch term·lnÌch cykl˘. Metoda
umoûÚuje detekci PCR produkt˘ po probÏhnutÌ pouh˝ch 10
term·lnÌch cykl˘, s celkov˝m Ëasem anal˝zy okolo 20 minut.
PoË·teËnÌ koncentrace cÌlovÈ sekvence DNA b˝v· niûöÌ neû
15 kopiÌ v nast¯ikovanÈm objemu25.

AËkoliv jiû bylo publikovalo nÏkolik Ël·nk˘ o PCR-mi-
krosystÈmech rozdÌlnÈ sloûitosti25ñ27, jen nÏkterÈ aplikace byly
d·le rozvÌjeny pro detekci DNA. Jednou z nich je surface
plasmon resonance (SPR), kter· m˘ûe b˝t aplikov·na jak p¯i
detekci DNA, tak protein˘28. Minunni a spolupracovnÌci29

navrhli pouûitÌ biosenzor˘, vËetnÏ SPR pro GMO anal˝zu.
Obdrûeli p¯edbÏûnÈ dobrÈ v˝sledky s elektrochemick˝m bio-
senzorem s imobilizovan˝mi oligonukleotidov˝mi probami
komplement·rnÌmi k P-35S promotoru a nos termin·toru.
Testovan˝ systÈm byl vÌce citliv˝ pro detekci P-35S promo-
toru neû nos termin·toru29.

2 . 2 . S o u t h e r n ˘ v p ¯ e n o s

Southernov˝m p¯enosem (Southern blotting) je oznaËov·n
p¯enos DNA na hybridizaËnÌ membr·nu z gelu po p¯edchozÌ
elektroforÈze. Pro p¯enos DNA se uûÌv· n·zev Southern˘v
p¯enos podle E. M. Southerna, kter˝ tuto techniku v roce 1975
zavedl. Pro p¯enosy dalöÌch typ˘ makromolekul se pozdÏji
zaËaly uûÌvat n·zvy northern blotting (p¯enos) pro RNA a wes-
tern blotting (imunoblotting) pro bÌlkoviny. Northern i Sou-
thern˘v p¯enos vyûadujÌ izolaci nukleov˝ch kyselin ze vzorku.
NejËastÏjöÌmi postupy jsou kapil·rnÌ a elektroforetick˝ p¯enos
Ëi aplikace vakua. Prost· difuze se nepouûÌv·30.

Southern˘v p¯enos pat¯Ì mezi vlivnÈ postupy dostupnÈ pro
molekul·rnÌ charakterizaci transformovan˝ch rostlin, pomocÌ
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kterÈ mohou b˝t zÌsk·ny informace o sloûitosti vloûenÌ trans-
genu, poËtu p¯Ìtomn˝ch kopiÌ, integraËnÌm stavu poËtu mÌst
na chromosomu, kde by mohl b˝t transgen vloûen. Metoda
m˘ûe b˝t takÈ pouûita pro evidenci integrace transgenu, vËetnÏ
vloûenÌ do mnohon·sobn˝ch mÌst. NejlepöÌch v˝sledk˘ ana-
l˝zy b˝v· dosaûeno, pokud je analyzovan˝ materi·l produko-
v·n pouûitÌm Agrobacteria. V tomto p¯ÌpadÏ je T-DNA hra-
nicÌ, poskytujÌcÌ typickÈ spojenÌ mezi vektorem a rostlinnou
DNA, jÌû b˝v· vyuûito10.

2 . 3 . A n a l ˝ z a R N A

V mnoha p¯Ìpadech jsou anal˝zy exprese transgen˘ zamÏ-
¯eny na proteiny nebo jinÈ fin·lnÌ produkty, protoûe fenoty-
pov˝m projevem exprese m· b˝t pr·vÏ akumulace specific-
k˝ch protein˘. Jestliûe nenÌ moûnÈ provÈst anal˝zu protein˘,
Ëasto lze poûadovan˝ch v˝sledk˘ dos·hnout anal˝zou RNA
transkript˘. Dokonce v p¯Ìpadech, kdy jsou zn·my v˝sledky
anal˝zy protein˘, poskytla anal˝za RNA uûiteËnÈ informace
o akumulaci transkriptu a jeho stabilitÏ, d·le pomohla p¯i
objasÚov·nÌ nep¯edpokl·dan˝ch fenotypov˝ch projev˘. Ta-
kovÈ techniky jako reverznÌ transkripce ñ PCR (RT-PCR),
northern p¯enos a ribonuclease protein assay (RPA) mohou
b˝t pouûity pro mÏ¯enÌ mnoûstvÌ RNA10.

Metoda RT-PCR vyuûÌv· schopnosti reverznÌ transkrip-
tasy p¯epsat templ·tovou mRNA do cDNA, ta je potÈ podro-
bena PCR procesu. Nejd¯Ìve je provedena izolace tot·lnÌ RNA
nebo ËistÈ mRNA z testovanÈho vzorku a pomocÌ DNasy jsou
odstranÏny zbytky DNA, d·le je RNA podrobena reverznÌ
transkripci a polymerasovÈ ¯etÏzovÈ reakci. Popisovan· me-
toda m˘ûe b˝t pouûita jako rychl· a relativnÏ vysoce ˙Ëinn·
screeningov· metoda urËenÌ p¯Ìtomnosti specifickÈho trans-
kriptu. V˝hodami RT-PCR v porovn·nÌ s northern p¯enosem
a RPA jsou  mal· mnoûstvÌ pot¯ebnÈho materi·lu, vysok·
citlivost a snadnost p¯Ìpravy vzorku10.

Jestliûe pouûijeme RT-PCR, je nutnÈ umÏt rozliöit mezi
produkty vznikl˝mi z amplifikace genomovÈ DNA vzorku
a produkty syntÈzy cDNA z RNA vzorku in vitro. Proto je
poûadov·no zpracov·nÌ vzorku pomocÌ DNas a d·le by mÏly
b˝t pouûity takovÈ primery, aby amplifikace vzorku DNA byla
buÔ nemoûn·, nebo aby amplifikovanÈ produkty mÏly jinou
velikost neû amplikony vzniklÈ z cDNA10.

3. Metody zaloûenÈ na detekci proteinu

Metody zaloûenÈ na detekci proteinu (imunologickÈ a en-
zymovÈ) ñ detegujÌ produkt transgenu nebo metabolity, jejichû
produkce je ovlivnÏna vloûen˝m genem. Tyto metody majÌ
dva v˝znamnÈ limity, kterÈ br·nÌ jejich pouûitÌ jako rutinnÌch
detekËnÌch metod. PrvnÌ nev˝hodou je dispozice jen m·la
protil·tek specifick˝ch proti protein˘m produkovan˝m ex-
presÌ vloûenÈho genu. Druhou nev˝hodou pro aplikaci tÏchto
anal˝z je degradace protein˘ v pr˘bÏhu zpracov·nÌ potravin.
V p¯ÌpadÏ, ûe jsou vhodnÈ protil·tky k dispozici, jsou vyvinutÈ
metody vhodnÈ pouze pro ËerstvÈ potravinovÈ suroviny10.

3 . 1 . I m u n o m e t o d y

ImunochemickÈ detekËnÌ metody jsou zaloûeny na speci-
fickÈ reakci mezi antigenem (Ag) a protil·tkou (Ab). Jsou

bÏûnÏ pouûÌv·ny pro studium akumulace protein˘ v transgen-
nÌch rostlin·ch. Pro detekci GMO jsou nejËastÏji pouûÌv·ny
dva typy imunochemick˝ch metod:
ñ western p¯enos (imunoblot),
ñ ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay).

ObÏ tyto metody majÌ do znaËnÈ mÌry doplÚujÌcÌ se p¯ed-
nosti a slabÈ str·nky.

SendviËov· ELISA je zaloûena na pouûitÌ dvou protil·tek.
PrvnÌ protil·tka, imobilizovan· na povrch nosiËe, interaguje
s antigenem. Druh·, enzymem znaËen· protil·tka, reaguje
s jin˝mi determinantnÌmi skupinami na odliönÈ Ë·sti molekuly
antigenu. Po p¯id·nÌ chromogennÌho substr·tu nebo substr·tu
a chromogenu je v˝sledn· enzymov· reakce vyhodnocena
fotometricky31.

V˝hodou western hybridizace oproti ELISA jsou schop-
nost stanovit molekul·rnÌ hmotnost proteinu; reprodukova-
telnÈ v˝sledky mohou b˝t dosaûeny i p¯i pouûitÌ ne zcela
p¯eËiötÏn˝ch protil·tek. Western p¯enosy jsou vöak ËasovÏ
n·roËnÏjöÌ a kvantitativnÌ v˝sledky jsou urËov·ny s menöÌ
p¯esnostÌ. Naproti tomu ELISA metody jsou mÈnÏ provoznÏ
n·roËnÈ, vysoce specifickÈ, citlivÈ a relativnÏ snadno prove-
ditelnÈ10.

Typick˝m problÈmem, se kter˝m se setk·v·me p¯i pouûitÌ
imunometod, je nevhodnÈ pozadÌ, kterÈ m˘ûe b˝t zp˘sobeno
specifickou interakcÌ protil·tek (prim·rnÌ i sekund·rnÌ, jestliûe
je pouûito vÌce druh˘) s proteinem v extraktu. Odezva pozadÌ
m˘ûe b˝t Ëasto snÌûena nebo odstranÏna ˙pravou koncentrace
protil·tek Ëi pouûitÌm vhodnÈho blokaËnÌho Ëinidla. PodmÌn-
ky blokov·nÌ vhodn˝mi proteiny b˝vajÌ pro kaûd˝ protein
urËeny empiricky10.

P¯i ELISA-PCR metodÏ je amplifikaËnÌ produkt znaËen
dioxigeninem bÏhem amplifikaËnÌ reakce probÌhajÌcÌ v p¯Ì-
tomnosti dioxigenin-11-dUTP (DIG-dUTP). PotÈ je PCR pro-
dukt hybridizov·n s probou znaËenou biotinem, kter· spe-
cificky rozpozn·v· sekvenci uvnit¯ cÌlovÈ DNA. N·sleduje
imobilizace biotinem oznaËenÈho hybridu na streptavidinem
pokrytou mikrotitraËnÌ destiËku. Po promytÌ je kvantifikov·no
mnoûstvÌ nav·zan˝ch hybrid˘ pomocÌ znaËenÈ protil·tky. Me-
toda PCR-ELISA vyuûÌv· druhÈ strategie kvantifikace (kapi-
tola 2.1.2.), polymerasov· ¯etÏzov· reakce je zastavena p¯ed
poklesem amplifikaËnÌ efektivity. ELISA byla pouûita pro
kvantifikaci relativnÏ nÌzkÈho mnoûstvÌ PCR produktu32,33.
P¯estoûe metoda byla aplikov·na v r˘zn˝ch oblastech34 a GMO
detekËnÌ kit vyuûÌvajÌcÌ tohoto principu je na trhu dostupn˝
(D-Genos, Angers, France), nenaöla öirokÈ uplatnÏnÌ p¯i kvan-
tifikaci obsahu GMO v potravin·ch a potravin·¯sk˝ch v˝rob-
cÌch.

3 . 2 . U r Ë e n Ì a k t i v i t y p r o d u k t u t r a n s g e n u

CÌlen˝m fenotypov˝m projevem vloûenÈho genu b˝v·
nejËastÏji protein se specifickou aktivitou. Tato aktivita m˘ûe
i nemusÌ b˝t enzymatick· a m˘ûe b˝t mÏ¯ena pomocÌ bio-
chemick˝ch metod nebo biometod ñ nap¯. rezistence rostliny
v˘Ëi hmyzu nebo patogen˘m. V kaûdÈm p¯ÌpadÏ je d˘leûitÈ
pamatovat, ûe tato aktivita je v mnoha p¯Ìpadech nejvÌce ¯Ìzen·
fenotypem rostliny. Tento fakt m˘ûe b˝t rozhodujÌcÌ pro po-
chopenÌ fenotypovÈho projevu. Je d˘leûitÈ uvÏdomit si, ûe p¯i
pouûÌv·nÌ metody mÏ¯enÌ aktivity je mÏ¯ena enzymov· akti-
vita a p¯i imunometod·ch je mÏ¯ena hladina akumulovan˝ch
protein˘10.
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4. OstatnÌ techniky pouûÌvanÈ pro detekci GMO

4 . 1 . C h r o m a t o g r a f i e

Pokud se liöÌ vlastnosti GMO od nemodifikovanÈho or-
ganismu, nap¯. sloûenÌ mastn˝ch kyselin nebo triglycerid˘,
mohou b˝t tyto rozdÌly detegov·ny prost¯ednictvÌm tradiËnÌch
chemick˝ch metod zaloûen˝ch na chromatografickÈm prin-
cipu. Toho je moûnÈ vyuûÌt nap¯Ìklad p¯i detekci oleje zÌska-
nÈho z GM kanoly pomocÌ vysokotlakÈ kapalinovÈ chromato-
grafie spojenÈ s hmotnostnÌ ionizaËnÌ spektrometriÌ (HPLC-
-MS). P¯i vyöet¯ov·nÌ sloûenÌ triglycerid˘35 byl v triacylgly-
cerolovÈm podÌlu zaznamen·n vyööÌ obsah triacylglycerid˘
v oleji z GM kanoly, kter˝ vykazuje vyööÌ oxidaËnÌ stabilitu
dÌky vysokÈmu obsahu  kyseliny stearovÈ a laurovÈ. Tyto
v˝sledky jsou shodnÈ s ostatnÌmi v˝sledky obdrûen˝mi p¯i
studii oxidaËnÌ stability v sÛji a v kanolovÈm oleji z nov˝ch
odr˘d pomocÌ HPLC-FID36.

NicmÈnÏ, tato metoda je pr˘kazn· pouze tehdy, pokud
je sloûenÌ GM rostlin nebo zÌskan˝ch produkt˘ v˝znamnÏ
odliönÈ od sloûenÌ nemodifikovan˝ch organism˘. Mimo to
jsou tyto metody vhodnÈ spÌöe pro kvalitativnÌ anal˝zu neû
pro kvantifikaci geneticky modifikovan˝ch organism˘. Nap¯.
nÌzkÈ p¯Ìdavky GM kanolovÈho oleje se zmÏnÏnou sklad-
bou triacylglycerid˘ k tradiËnÌmu kanolovÈmu oleji nebude
s vysokou pravdÏpodobnostÌ detegov·no vzhledem k p¯iro-
zenÏ se vyskytujÌcÌm zmÏn·m ve sloûk·ch nemodifikovanÈho
oleje.

4 . 2 . I n f r a Ë e r v e n · s p e k t r o s k o p i e

UrËitÈ z·sahy do genomu organismu mohou zmÏnit i struk-
turu vl·ken v rostlin·ch, p¯estoûe nejsou detegovatelnÈ û·d-
nÈ v˝znamnÈ rozdÌly ve sloûenÌ protein˘ nebo olej˘ (nap¯.
Roundup Ready sÛja). ZmÏny ve struktu¯e mohou b˝t zazna-
men·ny pomocÌ infraËervenÈ spektroskopie37. NicmÈnÏ roz-
liöit malÈ mnoûstvÌ GMO v nemodifikovan˝ch produktech je
v tomto p¯ÌpadÏ rovnÏû znaËnÏ obtÌûnÈ, stejnÏ jako v p¯ÌpadÏ
pouûitÌ chromatografick˝ch metod.

5. Z·vÏr

Z v˝öe uvedenÈho p¯ehledu je z¯ejmÈ, ûe v souËasnÈ dobÏ
existuje ¯ada principi·lnÏ rozdÌln˝ch metod, jeû mohou b˝t
pouûity pro kvantifikaci a charakterizaci transgennÌ DNA,
p¯ÌpadnÏ v˝slednÈho produktu jejÌ exprese v potravin·ch a po-
travin·¯sk˝ch v˝robcÌch. P¯i v˝bÏru vhodn˝ch detekËnÌch me-
tod pro konkrÈtnÌ materi·l je vûdy p¯edem nutnÈ zv·ûit v˝po-
vÏdnÌ hodnotu, citlivost, specifiËnost a dalöÌ moûnosti kaûdÈho
metodickÈho postupu. V souvislosti s tÌm je d˘leûitÈ p¯ihlÈd-
nout tÈû k charakteru, sloûenÌ a p˘vodu testovanÈho materi·lu,
jeû mohou ovlivnit extrakci DNA nebo bÌlkovin ze suroviny,
a zvolit dostateËnÈ mnoûstvÌ kontrol, kterÈ by snÌûily moûnost
vzniku faleönÏ pozitivnÌch i faleönÏ negativnÌch v˝sledk˘.
Vzhledem k tomu, ûe se vûdy jedn· o anal˝zy citlivÈ na
p¯esnost provedenÌ, je laboratornÌ zruËnost a zkuöenost v danÈ
problematice nezbytnou podmÌnkou pro ˙spÏönÈ testov·nÌ
GMO.
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Matrices

Genetically modified (GM) organisms are used for pro-
duction of GM food raw materials and food itself. This brings
benefit to food production but also a certain health risk. The
novel Czech food legislation requires labelling food contai-
ning more than 1 % of GM products. The methods of detection
of GM products in raw and processed food are based on the
determination of nucleic acids (PCR, analysis of RNA trans-
cripts) or protein determination (transgene product activity,
immunoassays). Certain types of GM products can be detected
by chromatography or IR spectroscopy. All the methods have
certain limitations (sensitivity, presence of inhibitors, etc.).
This review summarizes application and suitability of the
described methods for analysis of GM products.
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⁄vod

UhlÌkovÈ elektrodovÈ materi·ly (skeln˝ uhlÌk, uhlÌkov·
vl·kna, grafit) jsou bÏûnÏ pouûÌv·ny pro elektroanalytick·
mÏ¯enÌ. Tyto materi·ly majÌ obdobnÈ vnit¯nÌ uspo¯·d·nÌ ñ ve
svÈ struktu¯e obsahujÌ öestiËlennÈ kruhy uspo¯·danÈ do vrstev,
p¯iËemû kaûd˝ uhlÌkov˝ atom je v·z·n pomocÌ hybridnÌch sp2

orbital˘ se t¯emi sousednÌmi atomy. Zb˝vajÌcÌ 2pz orbitaly
ytv·¯ejÌ systÈm delokalizovan˝ch π elektron˘, zajiöùujÌcÌ elek-
trickou vodivost. JednotlivÈ materi·ly se od sebe liöÌ zejmÈna
velikostÌ a uspo¯·d·nÌm krystalick˝ch domÈn. Povrch tÏchto
materi·l˘ je nehomogennÌ a obsahuje mnoûstvÌ funkËnÌch
skupin, nejËastÏji karbonylovÈ a hydroxyskupiny. Elektroche-
mickÈ vlastnosti tÏchto materi·l˘ byly studov·ny bÏhem po-
slednÌch t¯Ì desetiletÌ, a proto je pomÏrnÏ hodnÏ zn·mo o vzta-
zÌch mezi strukturou materi·lu a jeho reaktivitou1ñ3. Zcela jin·
situace je u elektrodov˝ch materi·l˘ na b·zi diamantu.

Problematika vyuûitÌ diamantov˝ch elektrod pro elektro-
analytick· mÏ¯enÌ se zaËala intenzivnÏ zkoumat teprve v po-
slednÌ dobÏ, prvnÌ pr·ce v tÈto oblasti byly publikov·ny v osm-
des·t˝ch letech4,5. StrukturnÌ uspo¯·d·nÌ atom˘ v krystalovÈ
struktu¯e diamantu je zcela odliönÈ od uspo¯·d·nÌ atom˘ v ma-
teri·lech na b·zi grafitu. Kaûd˝ atom uhlÌku je v·z·n prost¯ed-
nictvÌm sv˝ch sp3 hybridizovan˝ch orbital˘ s dalöÌmi Ëty¯mi
atomy, a vytv·¯Ì se tak pravidelnÈ tetraedry. Diamant se vy-
znaËuje mimo¯·dnou mechanickou i chemickou stabilitou. Je
jednÌm z nejlepöÌch p¯ÌrodnÌch izol·tor˘ a pro jeho elektroana-
lytickÈ vyuûitÌ6ñ8 je nutnÈ jej dopovat atomy jin˝ch prvk˘.
Dopov·nÌ se nejËastÏji prov·dÌ atomy bÛru a podle koncen-
trace dopantu lze zÌskat diamant s polovodiv˝mi nebo poloko-

vov˝mi vlastnostmi. Pokud je koncentrace atom˘ bÛru vyööÌ
neû celkov· koncentrace donor˘ (nap¯. dusÌkov˝ch atom˘),
vykazuje diamantov˝ materi·l vodivost typu p.

NejËastÏji jsou diamantovÈ elektrody pouûÌv·ny ve formÏ
tenk˝ch polykrystalick˝ch film˘. DiamantovÈ filmy se p¯i-
pravujÌ6,7 chemickou depozicÌ par (CVD ñ chemical vapor
deposition) p¯i pouûitÌ ûhaven˝ch vl·ken nebo mikrovlnnÈho
oh¯evu. K depozici diamantovÈho filmu je nejËastÏji pouûÌ-
v·na smÏs methanu a vodÌku p¯i objemovÈm pomÏru C/H 0,5
aû 2,0 % a tlaku 10 aû 100 torr. DalöÌ parametry systÈm˘ jsou:
teplota nosiËe 800 aû 1000 ∞C, v˝kon mikrovlnnÈho zdroje
1000 aû 1300 W, p¯ÌpadnÏ teplota vl·kna ~2100 ∞C. Atom·rnÌ
vodÌk p¯Ìtomn˝ v reaktoru zabraÚuje depozici nenasycen˝ch
sp2 hybridizovan˝ch uhlÌkov˝ch struktur. PotlaËuje se tak
vznik grafitickÈho uhlÌku v diamantovÈm filmu. Dopov·nÌ
bÛrem  je dosaûeno p¯id·v·nÌm diboranu do smÏsi  plyn˘,
p¯ÌpadnÏ je moûno pouûÌt pevn˝ nitrid bÛru, kter˝ za podmÌnek
panujÌcÌch v plazmovÈm ho¯·ku postupnÏ reaguje s atom·r-
nÌm vodÌkem na diboran. Koncentrace atom˘ bÛru v diaman-
tovÈm filmu mohou dos·hnout aû 10 000 ppm B/C, diaman-
tov˝ film pak vykazuje rezistivitu menöÌ neû 0,1 Ω.cm. Za-
jÌmavÈ je, ûe p¯i pouûitÌ pevnÈho nitridu bÛru je do krystalickÈ
m¯Ìûky diamantu zabudov·no jen velmi m·lo atom˘ dusÌku.
Jako nosiË se nejËastÏji pouûÌv· destiËka z k¯emÌku s nÌzk˝m
odporem, lze pouûÌt i wolfram nebo molybden. DestiËku je
nutno p¯edem oËistit a p¯eleötit brusnou smÏsÌ sloûenou z dia-
mantovÈho pr·öku a B2O3. ZachycenÈ Ë·stice slouûÌ  jako
krystalizaËnÌ centra pro r˘st diamantovÈho filmu. Rychlost
tvorby diamantovÈho filmu za popsan˝ch podmÌnek je zhruba
0,1 aû 1,0 µm.hñ1, depozice film˘ o tlouöùce nÏkolik mi-
krometr˘ tak trv· ¯·dovÏ 24 hodin. TÌmto zp˘sobem je moûno
vyrobit diamantovÈ filmy o ploöe aû nÏkolik cm2. VzniklÈ
filmy jsou polykrystalickÈ, s ostr˝mi, dob¯e vyvinut˝mi krys-
taly o velikosti 0,5 aû 3 µm.

DiamantovÈ filmy poskytujÌ v Ramanov˝ch spektrech cha-
rakteristick˝ p·s p¯i 1332 cmñ1, odpovÌdajÌcÌ fononovÈ linii
prvnÌho ¯·du9. P¯Ìtomnost amorfnÌho uhlÌku nebo nediaman-
tov˝ch uhlÌkov˝ch inkluzÌ se v tÏchto spektrech projevÌ p¯i
1500 aû 1600 cmñ1. KvalitnÌ diamantovÈ filmy vykazujÌ v tÈto
oblasti minim·lnÌ rozptyl.

Ve srovn·nÌ s ostatnÌmi uhlÌkov˝mi materi·ly se diaman-
tovÈ filmovÈ elektrody (DFE) vyznaËujÌ mimo¯·dnou stabili-
tou (cit.7 a pr·ce tam citovanÈ). DiamantovÈ elektrody nevy-
kazujÌ zn·mky poökozenÌ p¯i anodickÈ polarizaci v kysel˝ch,
neutr·lnÌch i alkalick˝ch roztocÌch, v p¯Ìtomnosti chlorido-
v˝ch nebo fluoridov˝ch aniont˘. U diamantov˝ch film˘ neby-
la za zmÌnÏn˝ch podmÌnek pozorov·na d˘lkov· koroze, zdrs-
nÏnÌ povrchu, ani delaminace filmu. ElektrochemickÈ vlast-
nosti DFE (cit.6,7) jsou ovlivnÏny zejmÈna typem dopantu
a jeho koncentracÌ, morfologick˝mi vlastnostmi (p¯ÌtomnostÌ
povrchov˝ch defekt˘ a prim·rnÌ krystalografickou orientacÌ),
p¯ÌtomnostÌ neËistot uhlÌku nemajÌcÌch strukturu diamantu
a druhem povrchovÈ terminace (H, F, O aj.). Povrch diaman-
tovÈho filmu terminovanÈho vodÌkem m· obdobnou strukturu
jako alkany, a proto m· jen velmi nÌzkou tendenci adsorbovat
pol·rnÌ slouËeniny z roztoku. DÌky tomu jsou elektrodovÈ
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procesy, kterÈ zahrnujÌ adsorpci intermedi·t˘ na povrch elek-
trody (nap¯. v˝voj vodÌku, kyslÌku nebo halogen˘) silnÏ zpo-
maleny. VyûadujÌ vÏtöÌ p¯epÏtÌ, aby probÌhaly dostateËnÏ ry-
chle. Potenci·lovÈ okno, definovanÈ jako rozdÌl potenci·l˘, p¯i
kter˝ch dosahuje anodick˝ i katodick˝ proud hodnoty 50 µA,
je v neutr·lnÌch a kysel˝ch roztocÌch u diamantov˝ch elektrod
nejËastÏji ~3,5 V. Nap¯Ìklad v 0,5 mol.lñ1 H2SO4 doch·zÌ
k v˝voji vodÌku p¯i ñ1,25 V, kyslÌk se zaËÌn· vyvÌjet p¯i +2,3 V
(v. SVE)7. Potenci·lovÈ okno je znaËnÏ z·vislÈ na kvalitÏ
diamantovÈho filmu, öpiËkovÈ diamantovÈ filmy mohou mÌt
potenci·lovÈ okno aû 4,4 V (cit.10). Pokud vöak diamantov˝
film obsahuje velkÈ mnoûstvÌ neËistot (uhlÌku  nemajÌcÌho
strukturu diamantu), m˘ûe se velikost potenci·lovÈho okna
snÌûit na 2,5 aû 2,7 V, coû je rozsah pozorovan˝ u skelnÈho
uhlÌku nebo u pyrolytickÈho grafitu. DiamantovÈ elektrody
dÌky svÈmu öirokÈmu potenci·lovÈmu oknu umoûÚujÌ pro-
v·dÏt elektrochemickÈ reakce p¯i potenci·lech, kter˝ch nenÌ
moûno (nebo pouze s velk˝mi obtÌûemi) dos·hnout jin˝m
zp˘sobem. Uvnit¯ potenci·lovÈho okna vykazujÌ diamantovÈ
filmy velmi nÌzkÈ hodnoty kapacity elektrickÈ dvojvrstvy,
1 aû 5 µF.cmñ2. Pro skeln˝ uhlÌk byly zjiötÏny hodnoty 30 aû
40 µF.cmñ2. P¯ednostÌ diamantov˝ch filmov˝ch elektrod je
i podstatnÏ niûöÌ zbytkov˝ proud a öum ve srovn·nÌ nap¯. se
skeln˝m uhlÌkem. To m· za n·sledek podstatnÈ vylepöenÌ
pomÏru sign·l/öum, a tedy i meze detekce.

Amperometrick· detekce aminonaftalen˘ a aminobifeny-
l˘ na elektrod·ch ze skelnÈho uhlÌku (GCE) pat¯Ì dnes mezi
bÏûnÏ pouûÌvanÈ metody v HPLC a FIA. Aminonaftaleny
a aminobifenyly jsou stanovov·ny v r˘zn˝ch matricÌch, nap¯.
v dehtu11, mo¯skÈ vodÏ12, k˘ûi hlodavc˘13 a jako p¯ÌmÏsi
v pr˘myslov˝ch chemik·liÌch14. Separace l·tek je dosahov·no
na reverznÌch f·zÌch ve smÏsÌch methanolu nebo acetonitrilu
s pufrem p¯i pH niûöÌch neû 6,0. P˘lvlnov˝ potenci·l jednot-
liv˝ch l·tek z·visÌ na pH a sloûenÌ mobilnÌ f·ze, pro mÏ¯enÌ se
nejËastÏji pouûÌv· potenci·l +0,9 V (v. Ag/AgCl). Meze de-
tekce se pohybujÌ od 2.10ñ8 mol.1ñ1 do 2.10ñ7 mol.1ñ1. Pr·ce,
zab˝vajÌcÌ se detekcÌ nebo mechanismem oxidace aminona-
ftalen˘ a aminobifenyl˘ na diamantov˝ch filmov˝ch elek-
trod·ch (DFE) dosud publikov·ny nebyly. V souËasnÈ litera-
tu¯e je vöak moûno nalÈzt publikace vÏnujÌcÌ se stanovenÌ
nÏkter˝ch strukturnÏ blÌzk˝ch l·tek metodou FIA. Elektroche-
mickou oxidacÌ polyamin˘ na polykrystalick˝ch DFE v pr˘-
tokovÈ injekËnÌ anal˝ze se zab˝vali Koppang a spol.15 V
prost¯edÌ uhliËitanovÈho pufru o pH 10,0 a vloûenÈm poten-
ci·lu +0,78 V (v. Ag/AgCl) l·tky poskytovaly sign·l line·rnÏ
z·visl˝ na koncentraci v rozmezÌ 1.10ñ6 aû 1.10ñ3 mol.1ñ1.
Hydrazin16 lze stanovit pomocÌ FIA v prost¯edÌ 0,1 mol.1ñ1

NaOH p¯i vloûenÈm potenci·lu + 0,75 V (v. Ag/AgCl). Line-
·rnÌ kalibraËnÌ z·vislosti byly zÌsk·ny pro koncentrace hydra-
zinu 1.10ñ7 aû 3.10ñ3 mol.1ñ1, mez detekce byla 2.10ñ9 mol.1ñ1.
Granger a spol.8 publikovali FIA stanovenÌ dopaminu s line-
·rnÌ koncentraËnÌ z·vislostÌ v rozmezÌ 1.10ñ7 aû 3.10ñ3 mol.1ñ1

a mezÌ detekce 3.10ñ9 mol.1ñ1 v prost¯edÌ 0,1 mol.1ñ1 fos-
f·tovÈho pufru (pH 7,2) p¯i vloûenÈm potenci·lu + 0,5 V (v.
Ag/AgCl). StejnÌ auto¯i8 se vÏnovali stanovenÌ chlorpromazi-
nu v systÈmu FIA. V prost¯edÌ 0,01 mol.lñ1HClO4 a p¯i +0,8 V
(v. Ag/AgCl) namÏ¯ili line·rnÌ kalibraËnÌ p¯Ìmky pro koncen-
trace 3.10ñ7 aû 3.10ñ3 mol.1ñ1, mez detekce byla 4.10ñ9 mol.1ñ1.
Serotonin17 lze v metodÏ FIA rovnÏû detegovat amperomet-
ricky na DFE s mezÌ detekce 1.10ñ8 mol.1ñ1.

V tÈto pr·ci jsou shrnuty v˝sledky srovn·nÌ DFE a klasickÈ

elektrody ze skelnÈho uhlÌku jako pracovnÌch elektrod pro
amperometrickou  detekci aminonaftalen˘ a aminobifenyl˘
v kapalinovÈ chromatografii. Jako modelovÈ slouËeniny byly
zvoleny 1-aminonaftalen (1-AN) a 2-aminobifenyl (2-AB),
kterÈ pat¯Ì mezi Ëasto stanovovanÈ genotoxickÈ l·tky.

Experiment·lnÌ Ë·st

P ¯ Ì s t r o j e a z a ¯ Ì z e n Ì

Pr˘tokov˝ systÈm pro mÏ¯enÌ ve FIA a HPLC reûimu byl
sestaven z vysokotlakÈho Ëerpadla MILTON ROY Consta-
Metric III (LDC Analytical, USA), autosampleru 717plus
(Waters, USA), elektrochemickÈho detektoru s tenkovrstvou
celou BAS CC-5 (Bioanalytical Systems, Inc., USA), poten-
ciostatu OMNI 90 (Cypress Systems, Inc., USA) a zapisovaËe
Servogor 124 (LEM Instruments, Inc., USA). V systÈmech
FIA byl mezi pumpu a d·vkovaË za¯azov·n tlumiË pulz˘
vyroben˝ z plastovÈ n·dobky naplnÏnÈ sklenÏn˝mi kuliËkami
a otoËenÈ dnem vzh˘ru. TlumenÌ zajiöùoval mal˝ objem stla-
ËenÈho vzduchu v hornÌ Ë·sti n·dobky. V p¯ÌpadÏ HPLC
mÏ¯enÌ byla do systÈmu za¯azena kolona Adsorbosphere HS
C18 (150 ◊ 4,6 mm, 7 µm, Alltech USA). Vöechna mÏ¯enÌ
byla prov·dÏna za laboratornÌ teploty, kolona nebyla termo-
statov·na. Kostry vöech p¯Ìstroj˘ byly vz·jemnÏ spojeny a uze-
mnÏny do spoleËnÈho bodu.

Pr˘tokov· mÏ¯icÌ cela byla zapojena t¯ÌelektrodovÏ. Pra-
covnÌ elektrodou byla destiËka ze skelnÈho uhlÌku GC-30
(Tokai Ltd., USA) o rozmÏrech zhruba 15 ◊ 10 mm nebo
k¯emÌkov· destiËka s diamantov˝m filmem obdobn˝ch roz-
mÏr˘. EfektivnÌ plochu elektrody urËoval otvor v 1 mm silnÈm
neoprenovÈm tÏsnÏnÌ, jehoû rozmÏry 9 ◊ 1,5 mm byly stejnÈ
p¯i vöech experimentech. Pokud uvaûujeme 10% stlaËenÌ gu-
movÈho tÏsnÏnÌ, byl objem mÏ¯icÌ cely p¯ibliûnÏ 12 µl. Jako
pomocn· elektroda slouûilo nerezovÈ tÏlo mÏ¯icÌ cely a refe-
rentnÌ elektroda byla argentchloridov·. GCE byla p¯ed kaû-
d˝m mÏ¯enÌm opl·chnuta destilovanou vodou, 3 minuty leö-
tÏna na sametovÈ tkaninÏ brusn˝m pr·ökem (Alumina, Bueh-
ler Micropolish II, 0,05 µm, USA), opl·chnuta destilovanou
vodou a sonikov·na dvakr·t 10 min ve vodÏ. Po opÏtovnÈm
opl·chnutÌ destilovanou vodou a vysuöenÌ byla p¯ipravena
k mÏ¯enÌ. Pouûit· elektroda D121698 byla tvo¯ena polykrys-
talick˝m diamantov˝m filmem dopovan˝m atomy bÛru s do-
b¯e vyvinut˝mi krystaly o velikosti 0,5 aû 3 µm na k¯emÌko-
vÈm nosiËi. Ramanova spektra vykazovala intenzivnÌ p·s p¯i
1332 cmñ1, rozptyl p¯i 1500ñ1600 cmñ1, typick˝ pro neËistoty
amorfnÌho uhlÌku nemajÌcÌ strukturu diamantu, byl velmi nÌz-
k˝. DFE byla p¯ed kaûd˝m mÏ¯enÌm pouze opl·chnuta des-
tilovanou vodou a vysuöena.

R e a g e n c i e

Z·sobnÌ roztoky modelov˝ch slouËenin 1-aminonaftalenu
(Fluka, >99 %) a 2-aminobifenylu (Aldrich, 97 %) o koncen-
traci 1.10ñ2 mol.lñ1 byly p¯ipraveny v methanolu (Fisher Sci-
entific, USA). Roztoky o niûöÌch koncentracÌch byly p¯ipra-
veny ¯edÏnÌm z·sobnÌch roztok˘ methanolem nebo mobilnÌ
f·zÌ. Pro p¯Ìpravu mobilnÌch f·zÌ a roztok˘ standard˘ byla
pouûÌv·na deionizovan· voda (E-pure, Barnstead, USA), me-
thanol a acetonitril chromatografickÈ Ëistoty (Fisher Scien-
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Tabulka I
Velikosti öumu (pA) a zbytkovÈho proudu (pA) pro r˘znÈ mobilnÌ f·ze p¯i dvou r˘zn˝ch vloûen˝ch potenci·lech (v. Ag/AgCl)

MobilnÌ GCE (+0,1 V) DFE (+0,1 V) GCE (+0,5 V) DFE (+0,5 V)
f·ze öum zbytkov˝ proud öum zbytkov˝ proud öum zbytkov˝ proud öum zbytkov˝ proud

Ia 37 ñ378 7 ñ14 56 5301 14 518
IIb 44 76 7 6 60 1446 16 657
IIIc 56 233 16 72 72 2992 24 1968
IVd 44 245 8 88 44 2771 2 1566
Ve 44 141 9 51 40 3052 24 2370

a 0,1 mol.dmñ3 fosf·tov˝ pufr o pH 4,0; b 0,1 mol.dmñ3 fosf·tov˝ pufr o pH 7,0; c 0,1 mol.dmñ3 fosf·tov˝ pufr o pH 9,0; d 0,1
mol.dmñ3 fosf·tov˝ pufr o pH 7,0/methanol (1:1, v/v); e 0,1 mol.dmñ3 fosf·tov˝ pufr o pH 7,0/acetonitril (1:1, v/v)

tific, USA), hydrogenfosforeËnan draseln˝, hydroxid draseln˝
(oba Fisher Scientific, USA) a kyselina trihydrogenfosforeËn·
(Mallinckrodt, Inc., USA).

V˝sledky a diskuse

ä u m a z b y t k o v ˝ p r o u d

Velikost öumu z·kladnÌ linie je v˝znamn˝m parametrem
mÏ¯icÌho systÈmu. Z hlediska urËenÌ meze detekce je v˝hodnÈ
oddÏlit konstantnÌ sloûku öumu od öumu nÌzkofrekvenËnÌho
a vysokofrekvenËnÌho. Za konstantnÌ sloûku öumu je odpo-
vÏdn˝ nabÌjecÌ proud elektrodovÈ dvojvrstvy a elektrochemic-
kÈ reakce na povrchu elektrody. Tato sloûka b˝v· oznaËov·na
jako zbytkov˝ proud a toto oznaËenÌ je pouûÌv·no i v tÈto pr·ci.
Vysok· hodnota zbytkovÈho proudu omezuje prakticky po-
uûiteln˝ potenci·lov˝ rozsah a klade vyööÌ p¯ÌstrojovÈ n·roky
na jeho kompenzaci. OstatnÌ sloûky öumu souvisÌ mimo jinÈ
s homogenitou elektrodovÈho povrchu a p¯Ìmo ovlivÚujÌ meze
detekce analyt˘. V tÈto pr·ci jsou tyto sloûky shrnuty pod
pojmem öum.

Dosud publikovanÈ pr·ce2,4 dokumentujÌ nÌzk˝ öum na
DFE v prost¯edÌ vodn˝ch roztok˘ solÌ. V n·sledujÌcÌch experi-
mentech bylo zjiöùov·no, zda podobnÏ nÌzk˝ öum a zbytkov˝
proud je pozorov·n i v p¯ÌpadÏ bÏûnÏ pouûÌvan˝ch mobilnÌch
f·zÌ pro HPLC a FIA, tj. pufr˘ a jejich smÏsÌ s organick˝mi
modifik·tory. Vliv elektrody na sledovanÈ parametry byl zjiö-
ùov·n v systÈmu FIA pro fosf·tovÈ pufry o koncentracÌch
0,1 mol.1ñ1 a jejich smÏsi s methanolem a acetonitrilem. P¯i
pr˘toku 1 ml.minñ1 a dvou vloûen˝ch potenci·lech +0,1 V
a +0,5 V v. Ag/AgCl byl öum i zbytkov˝ proud odeËÌt·n p¯esnÏ
po 1 hodinÏ od vloûenÌ p¯ÌsluönÈho potenci·lu na elektrodov˝
systÈm. Velikost öumu byla mÏ¯ena jako absolutnÌ velikost
rozkmitu z·kladnÌ linie v jednotk·ch proudu, zbytkov˝ proud
pak jako velikost proudu z·kladnÌ linie odeËÌtan· od polohy
pis·tka zapisovaËe p¯i rozpojenÈm elektrickÈm obvodu. Na-
mÏ¯enÈ hodnoty jsou uvedeny v tab. I.

Z tabulky je z¯ejmÈ, ûe diamantov· elektroda vykazuje
ve srovn·nÌ s GCE niûöÌ hodnoty öumu i zbytkovÈho proudu
pro vöechny mobilnÌ f·ze. NiûöÌ hodnota öumu u DFE je d·-
na mal˝m mnoûstvÌm povrchov˝ch funkËnÌch skupin schop-
n˝ch elektrochemickÈ reakce na pomÏrnÏ homogennÌm po-
vrchu diamantovÈho filmu. NÌzk· hodnota zbytkovÈho proudu
rovnÏû souvisÌ s odliön˝mi vlastnostmi povrch˘ obou elek-

trodov˝ch materi·l˘, jejichû elektrickÈ dvojvrstvy majÌ od-
liönou kapacitu. P¯Ìtomnost organickÈho modifik·toru a pH
mobilnÌ f·ze v˝raznÏji neovlivÚujÌ hodnoty öumu u û·dnÈ
z elektrod. Zbytkov˝ proud u GCE i DFE je znaËnÏ ovlivnÏn
hodnotou pH, vliv m· i p¯Ìtomnost organickÈho modifik·-
toru. RozdÌly ve zbytkovÈm proudu mezi diamantem a skel-
n˝m uhlÌkem jsou v˝raznÏjöÌ p¯i niûöÌm vloûenÈm potenci·lu
+0,1 V v. Ag/AgCl a vÌce se projevujÌ s klesajÌcÌm pH mobilnÌ
f·ze.

H y d r o d y n a m i c k È v o l t a m o g r a m y

HydrodynamickÈ voltamogramy poskytujÌ z·kladnÌ p¯ed-
stavu elektrochemickÈho chov·nÌ studovan˝ch analyt˘ v pr˘-
tokovÈm systÈmu. Jejich znalost umoûÚuje optimalizovat pod-
mÌnky detekce, zejmÈna vybrat vhodnou mobilnÌ f·zi a zvolit
nejv˝hodnÏjöÌ vloûen˝ potenci·l.

MÏ¯enÌ hydrodynamick˝ch voltamogram˘ 1-AN a 2-AB
byla prov·dÏna v systÈmu FIA v mobilnÌch f·zÌch obsahu-
jÌcÌch 50 % methanolu a 50 % fosf·tovÈho pufru o koncentraci
0,05 mol.1ñ1, jehoû pH bylo upraveno na poûadovanou hod-
notu pomocÌ roztok˘ H3PO4 nebo NaOH. Pr˘tok mobilnÌ f·ze
byl 1,0 ml.minñ1. Kaûd˝ bod hydrodynamickÈho voltamo-
gramu odpovÌd· pr˘mÏrnÈ v˝öce pÌku vypoËÌtanÈ z 10 n·st¯ik˘
20 µl roztoku analytu p¯ipravenÈho v p¯ÌsluönÈ mobilnÌ f·zi
(koncentrace 1.10ñ6 mol.1ñ1). Uv·dÏnÈ hodnoty potenci·l˘
jsou vztaûeny k argentchloridovÈ referentnÌ elektrodÏ.

Z obr. 1 je patrnÈ, ûe pr˘bÏh hydrodynamick˝ch voltamo-
gram˘ 1-AN nenÌ na obou typech elektrod totoûn˝. 1-AN
poskytuje ve vöech mobilnÌch f·zÌch na obou elektrod·ch
jednu hlavnÌ vlnu, p¯iËemû v kysel˝ch prost¯edÌch se navÌc
objevuje p¯i pozitivnÏjöÌch potenci·lech jeötÏ druh· vlna. Vlny
na skelnÈm uhlÌku jsou ve srovn·nÌ s vlnami namÏ¯en˝mi na
diamantu poloûenÏjöÌ, coû z¯ejmÏ souvisÌ s vÏtöÌ odporem
elektrody ze skelnÈho uhlÌku. P˘lvlnov˝ potenci·l se sniûuje
zhruba o 30 mV (DFE) a o 39 mV (GCE) na jednotku pH se
vzr˘stajÌcÌ hodnotou pH mobilnÌ f·ze, p¯iËemû hodnoty p˘lvl-
nov˝ch potenci·l˘ jsou na diamantovÈ elektrodÏ vyööÌ v pr˘-
mÏru o 100 mV. Tento rozdÌl p˘lvlnov˝ch potenci·l˘ je z¯ejmÏ
zp˘soben nÌzkou adsorpcÌ meziprodukt˘ elektrochemickÈ oxi-
dace 1-AN na povrchu diamantovÈho filmu, a proto je nutnÈ
vyööÌ p¯epÏtÌ, aby reakce probÌhala dostateËnÏ rychle. V˝öky
vln 1-AN nejsou p¯Ìliö rozdÌlnÈ na obou typech elektrod,
nejvyööÌ vlna byla pozorov·na v p¯ÌpadÏ DFE p¯i pH 6,0,
v p¯ÌpadÏ GCE p¯i pH 4,0.
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V p¯ÌpadÏ 2-AB bylo pozorov·no obdobnÈ chov·nÌ ana-
lytu na obou typech elektrod jako v p¯ÌpadÏ 1-AN (obr. 1).
2-AB poskytuje jednu aû dvÏ vlny v z·vislosti na pH mobilnÌ
f·ze a jeho vlny na skelnÈm uhlÌku jsou vÌce poloûeny. S ros-
toucÌm pH kles· p˘lvlnov˝ potenci·l 2-AB na diamantovÈm
filmu v pr˘mÏru o 32 mV na jednotku pH a na skelnÈm uhlÌku
o 45 mV na jednotku pH. V rozmezÌ pH 5,0 aû 8,0 jsou
p˘lvlnovÈ potenci·ly 2-AB na DFE posunuty o 50 mV oproti
p˘lvlnov˝m potenci·l˘m namÏ¯en˝m na GCE. Maxim·lnÌho
sign·lu je dosaûeno p¯i pH mobilnÌ f·ze 5,0 (diamant) a 7,0
(skeln˝ uhlÌk).

S t a b i l i t a s i g n · l u ñ
o p a k o v a t e l n o s t m Ï ¯ e n Ì

Nezbytnou podmÌnkou pro praktickÈ vyuûitÌ analytickÈ
metody je dostateËn· opakovatelnost a Ëasov· stabilita sig-
n·lu. Stabilita sign·lu v pr˘tokovÈm systÈmu s diamantovou
indikaËnÌ elektrodou byla srovn·v·na se stabilitou sign·lu
v systÈmu s elektrodou ze skelnÈho uhlÌku. K mÏ¯enÌ byl
pouûit roztok 1-AN o koncentraci 1.10ñ7 mol.1ñ1 p¯ipraven˝
v mobilnÌ f·zi. Jako mobilnÌ f·ze byly vybr·ny ty, u nichû byl

pozorov·n nejvyööÌ sign·l analytu. Pro systÈm s DFE byla
zvolena mobilnÌ f·ze methanol/fosf·tov˝ pufr pH 6,0 (1:1,
v/v) a pro systÈm s GCE mobilnÌ f·ze methanol/fosf·tov˝ pufr
pH 4,0 (1:1, v/v). P¯i pr˘toku 1 ml.minñ1 bylo ve zvolen˝ch
Ëasov˝ch intervalech 10◊ nast¯ikov·no 20 µl roztoku 1-AN
do systÈmu v reûimu FIA. PrvnÌ sÈrie pÌk˘ byla nast¯Ìknuta aû
po dostateËnÈm ust·lenÌ z·kladnÌ linie, tj. zhruba po dvou
hodin·ch od vloûenÌ napÏtÌ na elektrodov˝ systÈm. V˝sledky
jsou zobrazeny na obr. 2.

BÏhem trv·nÌ experimentu (celkem 8 hodin) doölo k po-
klesu sign·lu 1-AN o 2 % u DFE a o 5 % u GCE. Tyto hodnoty
jsou vöak vzhledem k relativnÌ smÏrodatnÈ odchylce nÌzkÈ
a lze ¯Ìci, ûe nedoch·zÌ ke statisticky v˝znamn˝m zmÏn·m
sign·lu. Pr˘mÏrn· relativnÌ smÏrodatn· odchylka z 10 n·st¯ik˘
Ëinila pro diamant 6,6 % z plochy a 2,5 % z v˝öky, pro skeln˝
uhlÌk 7,7 % z plochy a 4,8 % z v˝öky. Celkov· relativnÌ
smÏrodatn· odchylka vypoËÌtan· ze vöech n·st¯ik˘ bÏhem
experimentu byla pro diamant 12,7 % z plochy a 8,1 % z v˝öky,
pro skeln˝ uhlÌk 12,5 % z plochy a 12,2 % z v˝öky.

Pokud uv·ûÌme velmi nÌzkou koncentraci analytu, pouûitÈ
experiment·lnÌ za¯ÌzenÌ a dlouhou dobu trv·nÌ tohoto experi-
mentu, lze konstatovat dobrou stabilitu sign·lu 1-AN na obou

Obr. 1. HydrodynamickÈ voltamogramy 1-aminonaftalenu (a, c) a 2-aminobifenylu (b, d) namÏ¯enÈ pomocÌ diamantovÈ filmovÈ elektrody
(c, d) a elektrody ze skelnÈho uhlÌku (a, b) v mobilnÌch f·zÌch methanol/fosf·tov˝ pufr (1:1, v/v), pH pufru:o pH 2,¡ pH 4, ∆ pH 5, ∇ pH
6, p pH 7, + pH 8 a n pH 2, l pH 4, pH 5, pH 6,u pH 7, + pH 8, ◊ pH 10, V ñ v˝öka pÌku, E ñ vloûen˝ potenci·l
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typech elektrod. Ze vz·jemnÈho srovn·nÌ vych·zÌ lÈpe dia-
mantov· elektroda, vykazujÌcÌ niûöÌ hodnoty relativnÌch smÏ-
rodatn˝ch odchylek.

Tabulka II
Parametry kalibraËnÌ p¯Ìmky a meze detekce 1-aminonafta-
lenu a 2-aminobifenylu

Analyt Elektroda R SmÏrnice ⁄sek Mez detekce
[mA.l.molñ1] [nA] [mol.lñ1]

1-AN DFE 0,9993 5,65±0,06 4,6±2,1 1,3.10ñ7

GCE 0,9999 7,43±0,03 ñ0,1±1,2 6,4.10ñ7

2-AB DFE 0,9981 3,17±0,05 5,9±1,9 1,2.10ñ7

GCE 0,9955 4,49±0,13 10,5±5,3 8,2.10ñ7

S e p a r a Ë n Ì m e t o d a
a k o n c e n t r a Ë n Ì z · v i s l o s t i

Separace smÏsi  1-AN  a 2-AB v reverznÌm chromato-
grafickÈm systÈmu na oktadecylovÈ kolonÏ Adsorbosphere
HS C18 byla pozorov·na v mobilnÌ f·zi methanol/0,01 mol.1ñ1

fosf·tov˝ pufr o pH 6,0 (3:7, v/v). RetenËnÌ Ëasy p¯i pr˘toku
1,5 ml.minñ1 byly pro 1-AN 2,1 min (k = 0,75) a pro 2-AB
3,5 min (k = 1,90). VyööÌ öum z·kladnÌ linie u elektrody ze

skelnÈho uhlÌku p¯i zhruba stejnÈ velikosti sign·lu je dob¯e
patrn˝ z obr. 3.

Pro oba analyty byly promÏ¯eny kalibraËnÌ z·vislosti v kon-
centraËnÌm rozsahu 1.10ñ7 aû 1.10ñ4 mol.lñ1. K amperometrickÈ
detekci byla pouûita jak DFE, tak GCE. KalibraËnÌ z·vislosti
byly line·rnÌ na obou elektrod·ch v celÈm mÏ¯enÈm koncen-
traËnÌm rozsahu. KorelaËnÌ koeficienty line·rnÌ regrese jsou
srovnatelnÈ, citlivost (smÏrnice kalibraËnÌ z·vislosti) je vyööÌ
pro GCE (tab. II). Mez detekce byla spoËÌt·na jako koncen-
trace poskytujÌcÌ sign·l rovn˝ trojn·sobku absolutnÌ hodnoty
öumu. DÌky podstatnÏ niûöÌm hodnot·m öumu je mez detekce
5◊ aû 7◊ niûöÌ na diamantovÈ filmovÈ elektrodÏ.

Auto¯i dÏkujÌ za finanËnÌ podporu GrantovÈ agentu¯e Uni-
verzity Karlovy (grant Ë. 253/2001/B-CH/PrF).

LITERATURA

1. McCreery R. L., v knize: Electroanalytical Chemistry
(Bard A. J., ed.), sv. 17. Marcel Dekker, New York 1991.

2. Kneten K. R., McCreery R.L.: Anal.Chem.64, 2518 (1992).
3. Chen P., Fryling M. A., McCreery R. L.: Anal. Chem. 67,

3115 (1995).
4. Iwaki M., Sato S., Takahashi K., Sakairi H.: Nucl. In-

strum. Methods 209, 1129 (1983).
5. Pleskov Y., Sakharova A., Krotova M. D., Bouilov L.,

Spitsyn B. V.: J. Electroanal. Chem. 228, 19 (1987).
6. Xu J., Granger M. C., Chen Q., Strojek J. W., Lister T.

E., Swain G. M.: Anal. Chem. 69, 591A (1997).
7. Swain G. M., Anderson A. B., Angus J. C.: MRS Bulletin

23, 56 (1998).
8. Granger M. C., Xu J., Strojek J. W., Swain G. M.: Anal.

Chim. Acta 397, 145 (1999).
9. Dennison J. R., Holtz M. W., Swain G. M.: Spectroscopy

10, 38 (1996).

Obr.  2. Stabilita v˝öky  (V) (l, ¡) a plochy (P) (n, o) pÌku
1-aminonaftalenu na diamantovÈ filmovÈ elektrodÏ (¡,o) a elek-
trodÏ ze skelnÈho uhlÌku (l , n), podmÌnky mÏ¯enÌ jsou uvedeny
v textu

Obr. 3. Chromatogram smÏsi 1-aminonaftalenu (tR = 2,1 min)
a 2-aminobifenylu (tR = 3,5 min) namÏ¯en˝ pomocÌ diamantovÈ
filmovÈ elektrody (a) a elektrody ze skelnÈho uhlÌku (b), podmÌnky
mÏ¯enÌ jsou uvedeny v textu

400100
t, min

6

3

9

0
200

P, nA.s

12

10

5

15

0

P, nA.s

20

25

8

4

0

V, nA

12

16

8

4

0

V, nA

12

30
 n

A

a b

Chem. Listy 96, 33 ñ 38 (2002) LaboratornÌ p¯Ìstroje a postupy

37



10. Granger M. C., Witek M., Xu J., Wang J., Hupert M.,
Hanks A., Koppang M. D., Butler J. E., Lucazeau G.,
Mermoux M., Strojek J. W., Swain G. M.: Anal. Chem.
72, 3793 (2000).

11. Otagawa T., Stetter J. R., Zaromb S.: J. Chromatogr. 360,
252 (1986).

12. VarneyM.S.,PrestonM.R.: J.Chromatogr. 348, 265(1985).
13. Felice L. J., Schirmer R. E., Springer D. L., Veverka C.

V.: J. Chromatogr. 354, 442 (1986).
14. Olek M.: J. Chromatogr. 447, 421 (1988).
15. Koppang M. D., Witek M., Blau J., Swain G. M.: Anal.

Chem. 71, 1188 (1999).
16. Xu J., Swain G. M., Ononye A. I.: nepublikovanÈ v˝-

sledky (1999).
17. Sarada B. V., Rao T. N., Tryk D. A., Fujishima A.: Chem.

Lett. 11, 1213 (1999).
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University, Lansing, U.S.A., cUNESCO Laboratory of Envi-
ronmental Electrochemistry, Department of Analytical Che-
mistry, Charles University, Prague): Determination of Ami-
nonaphthalenes and Aminobiphenyls by Liquid Chroma-
tography with Amperometric Detection on Diamond-Film
Electrode

An amperometric detector with a diamond-film working
electrode was tested for the determination of 1-aminonaphtha-
lene and 2-aminobiphenyl by liquid chromatography. The
noise, background current, signal stability, linearity of calibra-
tion curve and detection limits were compared with the para-
meters obtained using classic glassy carbon electrode. The
signal of analytes was reproducible and stable at least for 8 h
for both electrode materials. Calibration curves were linear in
the whole range (10ñ7ñ10ñ4 mol.lñ1) and the sensitivity was
higher for the glassy carbon electrode. Both the background
current and noise were substantially lower on the diamond-
-film electrode. As a result, the detection limits of analytes
(1◊10ñ7 mol.lñ1 for both analytes) were 5ñ7 times lower for the
diamond-film electrode.
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KlÌËov· slova: kapil·rnÌ elektroforÈza, kapalinov· chromato-
grafie, rostlinn˝ materi·l, fenolickÈ l·tky, vanilin, kyselina
k·vov·, kyselina p-hydroxybenzoov·, kyselina ferulov·, ky-
selina salicylov·, kyselina protokatechov·, kyselina p-kuma-
rov·

⁄vod

SouËasn˝ zv˝öen˝ z·jem o allelochemik·lie1,2 je vysvÏ-
tliteln˝ moûnostÌ pouûitÌ tÏchto chemick˝ch l·tek p¯ÌrodnÌ
povahy jako ekologiËtÏjöÌ alternativy dnes hojnÏ vyuûÌvan˝ch
syntetick˝ch prost¯edk˘ slouûÌcÌch k ovlivnÏnÌ r˘stov˝ch f·zÌ
rostliny Ëi k jejÌ ochranÏ p¯ed napadenÌm ök˘dci nebo plevely.
Mimo oblast agronomie najdou l·tky s allelopatick˝mi vlast-
nostmi vyuûitÌ i v mnoha jin˝ch oborech, jako je medicÌna,
farmacie, potravin·¯stvÌ, biologie atp.

Velkou Ë·st allelochemik·liÌ3 tvo¯Ì fenolickÈ l·tky, jejichû
v˝znamnou skupinou jsou fenolkarboxylovÈ kyseliny a jejich
deriv·ty. ⁄Ëinky fenolkarboxylov˝ch kyselin na rostlinu jsou
velice rozdÌlnÈ v z·vislosti na koncentraci a druhu slouËeniny.
Stejn· l·tka m˘ûe v rozdÌln˝ch koncentracÌch proces aktivovat
i inhibovat. Obsah fenolick˝ch l·tek v rostlinnÈm materi·lu je
z·visl˝ na mnoha faktorech. Koncentrace fenolick˝ch l·tek je
d·na  rostlinn˝m  druhem, v˝vojovou  f·zÌ  rostliny, roËnÌm
obdobÌm, polohou v˘Ëi okolnÌm rostlin·m, stupnÏm poökoze-
nÌ atd. Vhodn· a citliv· analytick· separaËnÌ metoda n·m
umoûÚuje sledovat z·vislost obsahu fenolick˝ch l·tek na nÏ-
kterÈm ze zvolen˝ch faktor˘.

Pro sledov·nÌ funkce a ˙Ëink˘ fenolick˝ch l·tek jiû nenÌ
dostaËujÌcÌ stanovenÌ celkovÈho obsahu fenolick˝ch l·tek,
n˝brû je  nutnÈ  urËit koncentraci  jednotliv˝ch  fenolick˝ch
slouËenin a jejich ˙lohu. Tento ˙kol je splniteln˝ za pouûitÌ
modernÌch analytick˝ch separaËnÌch metod. V literatu¯e po-
psanÈ elektroforetickÈ separace podobn˝ch skupin l·tek feno-
lickÈ povahy ve vzorcÌch s jednoduchou matricÌ nejËastÏji
pouûÌvajÌ metody zÛnovÈ elektroforÈzy4ñ6 (CE) a micel·r-
nÌ elektrokinetickÈ chromatografie7,8 (MEKC). Jako z·kladnÌ
elektrolyt je nejvÌce pouûÌv·n pufr boritanov˝, fosforeËna-
nov˝, uhliËitanov˝, nebo jejich smÏsi9ñ12. V metod·ch MEKC
se jako aditivum p¯id·v· natrium-dodecyl-sulf·t (SDS), hexa-

decyl(trimethyl)amonium-bromid (CTAB) a hexadimethrin-
-bromid13,14 (HDB). Doposud se vöak k separaci a stanovenÌ
fenolick˝ch l·tek nejËastÏji pouûÌv· klasickÈ metody kapali-
novÈ chromatografie5,15,16.

⁄kolem tÈto pr·ce bylo uk·zat, ûe stejn˝ ˙kol m˘ûe b˝t
vy¯eöen i za pouûitÌ kapil·rnÌ elektroforÈzy s vysok˝m roz-
liöenÌm. Metoda CE byla optimalizov·na pro rozdÏlenÌ vy-
branÈ skupiny sedmi rostlinn˝ch fenolick˝ch l·tek (vanilinu,
ferulovÈ, p-kumarovÈ, p-hydroxybenzoovÈ, salicylovÈ, k·vo-
vÈ a protokatechovÈ kyseliny), u kter˝ch byl p¯edpokl·d·n
v˝razn˝ allelopatick˝ ˙Ëinek.

Experiment·lnÌ Ë·st

Pro elektroforetickou separaci, identifikaci a stanovenÌ
vybran˝ch fenolick˝ch slouËenin byly pouûÌv·ny p¯Ìstroje
Beckman P/ACE System 5510 ovl·dan˝ programem Gold
(Beckman Instruments, Fullerton, USA) a HP3D CE Instru-
ment ovl·dan˝ programem ChemStation (Hewlett Packard,
Analytical Division B4, Waldbronn, NÏmecko). Oba p¯Ìstroje
byly vybaveny detektory s diodov˝m polem, kter˝mi byla
mÏ¯ena absorpËnÌ spektra v rozsahu 190ñ400 nm na poË·tku,
ve vrcholu a na konci kaûdÈho pÌku. Pro d·vkov·nÌ vzork˘
bylo pouûito hydrodynamickÈ d·vkov·nÌ vakuem (p¯Ìstroj
Hewlett Packard) nebo tlakem plynu (p¯Ìstroj Beckman), kterÈ
pro dan˝ typ vzork˘ zajiöùovalo dobrou reprodukovatelnost
d·vkovanÈho mnoûstvÌ vzorku.

Separace probÌhala p¯i napÏtÌ 6 kV v nepotaûenÈ k¯emennÈ
kapil·¯e Supelco-Select ñ FS75 o dÈlce 31 cm (efektivnÌ dÈlka
22 cm), vnit¯nÌm pr˘mÏru 75 µm a vnÏjöÌm pr˘mÏru 363 µm
naplnÏnÈ z·kladnÌm elektrolytem sloûenÈm z 20 mmol.lñ1

kyseliny boritÈ a 60 mmol.lñ1 hydrogenfosforeËnanu sodnÈho
o pH 8,75. P¯ed prvnÌm pouûitÌm byla kapil·ra iniciov·na
nejprve propl·chnutÌm 0,1 mol.lñ1 roztokem kyseliny chloro-
vodÌkovÈ, vodou, 0,1 mol.lñ1 roztokem hydroxidu sodnÈho
a opÏt vodou, kaûdou l·tkou vûdy po dobu 20 minut. Stejn˝
postup, se zkr·cenou dobou jednotliv˝ch pr˘plach˘ na 5 mi-
nut, se opakoval na zaË·tku kaûdÈho dne mÏ¯enÌ. Mezi jednot-
liv˝mi separacemi byla kapil·ra p¯ed n·st¯ikem vzorku pro-
plachov·na roztokem z·kladnÌho elektrolytu a po skonËenÌ
separace vodou. Doba obou tÏchto pr˘plach˘ byla 5 minut.
V p¯ÌpadÏ v˝skytu neû·doucÌch pamÏùov˝ch efekt˘ se tyto
obvyklÈ doby, kterÈ vyhovovaly pro vÏtöinu analyzovan˝ch
vzork˘, aktu·lnÏ prodluûovaly.

Z·kladnÌ elektrolyt byl p¯ipraven rozpuötÏnÌm odv·ûenÈ-
ho mnoûstvÌ kyseliny boritÈ a hydrogenfosforeËnanu nebo
dihydrogenfosforeËnanu sodnÈho (Fluka Chemie AG, Buchs,
äv˝carsko) v deionizovanÈ vodÏ (AquaDem 2, Tiönov, »R)
doËiötÏnÈ systÈmem Millipore Milli-Q RG (Millipore, Bed-
ford, USA). PoûadovanÈ pH elektrolytu bylo nastaveno roz-
tokem hydroxidu sodnÈho (Fluka Chemie AG, Buchs, äv˝car-
sko).

Pro CE byly z·kladnÌ roztoky standard˘ vanilinu, k·vovÈ,
p-hydroxybenzoovÈ (Fluka Chemie AG, Buchs, äv˝carsko),
ferulovÈ, salicylovÈ, protokatechovÈ (Serva Feinbiochemica,
Heidelberg/New York) a p-kumarovÈ kyseliny (Sigma Che-
mical Comp., St. Louis, USA) p¯ipraveny rozpuötÏnÌm p¯esnÏ
odv·ûenÈho mnoûstvÌ standardu v methanolu (Merck KGaA,
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Darmstadt, NÏmecko) a doplnÏny vodou. Roztoky standard˘
a z·kladnÌho elektrolytu byly filtrov·ny membr·nov˝m fil-
trem s pr˘mÏrem 47 mm a velikostÌ pÛr˘ 0,45 µm (Supelco,
Bellefonte, PA, USA) a byly uchov·v·ny v ledniËce.

HPLC separaËnÌ systÈm Hewlett Packard model HP 1100
(Wilmington, USA) s detektorem s diodov˝m polem pouûÌval
kolonu Zorbax SB C18 Rapid ResolutionTM (75 ◊ 4,6 mm i.d.,
velikost Ë·stic 3,5 µm). MobilnÌ f·ze byla sloûena z acetoni-
trilu a 0,5 % (v/v) octovÈ kyseliny. Pro separaci bylo pouûito
line·rnÌho gradientu od 5:95 aû na 30:70 (v/v) za 12,5 minuty
a pr˘toku 0,3 ml.minñ1. Kolona byla temperov·na na teplotu
30 ∞C. Detekce byla prov·dÏna p¯i 280 nm. AbsorpËnÌ spektra
byla snÌm·na ve vrcholu, pat·ch a obou inflexnÌch bodech
kaûdÈho pÌku v rozsahu 190ñ400 nm.

Pro p¯Ìpravu vzork˘ a mobilnÌ f·ze byla pouûita rozpou-
ötÏdla a chemik·lie Merck (Darmstadt, NÏmecko). Z·sobnÌ
standardnÌ roztoky fenolick˝ch l·tek o koncentraci 10 mg.lñ1

byly p¯ipraveny ve smÏsi vodañmethanol (30:70, v/v). Pra-
covnÌ roztoky standard˘ poûadovanÈ koncentrace byly p¯ipra-
vov·ny dennÏ ¯edÏnÌm z·sobnÌch standardnÌch roztok˘ vodou.

Vzorky such˝ch rostlin (prysky¯nÌk cibulkov˝ Ranuncu-
lus bulbosus ñ 8001, rozrazil rozekvÌtek Veronica chamaedrys
ñ 8010 a krvavec menöÌ Sanguisorba minor ñ 8012) a obilek
jeËmene (odr˘da Akcent v r˘znÈm stupni zralosti) byly nej-
d¯Ìve jemnÏ rozemlety na t¯ÌötivÈm ml˝nku TZ 8017 (Oseva,
Technick˝ provoz n. p., Litomyöl, »R). Nav·ûka 0,5 g suchÈ
travnÌ hmoty (1,75 g obilek jeËmene) byla hydrolyzov·na 40
(50) ml 1 M-HCl pod refluxem po dobu jednÈ hodiny. Extrakt
byl zfiltrov·n a doplnÏn na objem 50 ml. AlikvÛtnÌ Ë·st 25 ml
byla opakovanÏ (3◊15 ml) extrahov·na diethyletherem (u su-
ch˝ch rostlin) nebo ethylacet·tem (u obilek jeËmene). SpojenÈ
organickÈ frakce byly vysuöeny bezvod˝m sÌranem sodn˝m
a do sucha odpa¯eny na vakuovÈ odparce p¯i teplotÏ 38±2 ∞C.
Odparek byl rozpuötÏn v 0,5 ml smÏsi methanolñvoda (1:1,
v/v) pro CE separaci, nebo v roztoku mobilnÌ f·ze pro HPLC.
Vznikl˝  roztok byl p¯ed  nad·vkov·nÌm filtrov·n jednor·-
zov˝mi filtry o pr˘mÏru 13 mm a velikosti pÛr˘ 0,45 µm
(MetaChem, Torrance, USA).

P¯i p¯ÌpravÏ vzork˘ bylo pouûito rotaËnÌ vakuovÈ odparky
Model 350 (Unipan, Polsko) a ultrazvukovÈ l·znÏ (Cole ñ
Parmer Instrument Comp., Chicago, USA). Kontrola pH z·-
kladnÌho elektrolytu byla prov·dÏna na pH metru PHM 64 se
sklenÏnou elektrodou G 202B a nasycenou kalomelovou elek-
trodou K 401 (vöe Radiometer, Copenhagen, D·nsko). Kali-
brace pH metru se prov·dÏla dennÏ standardnÌmi tlumiv˝mi
roztoky o pH 7,00 a 9,18 (±0,01) p¯i 25 ∞C (Radiometer,
Copenhagen, D·nsko). Pro tlakovÈ d·vkov·nÌ a proplacho-
v·nÌ kapil·ry byly p¯Ìstroje p¯ipojeny centr·lnÌm rozvodem na
gener·tor dusÌku Nitrobox N5 (Italfilo Energeering s. r. l.,
Grosseto, It·lie).

K n i h o v n a s p e k t e r s e p a r o v a n ˝ c h l · t e k

PouûitÌ detekce pomocÌ detektoru s diodov˝m polem umoû-
nilo identifikaci  jednotliv˝ch fenolick˝ch l·tek ve vzorku
nejen podle migraËnÌch a retenËnÌch Ëas˘, ale i vyhodnocenÌm
jejich absorpËnÌch spekter. Pro tento ˙Ëel bylo nutnÈ vytvo¯it
knihovnu absorpËnÌch spekter vybran˝ch fenolick˝ch l·tek,
jejichû p¯Ìtomnost byla v rostlinnÈm materi·lu p¯edpokl·d·na.
Spektra standardnÌch l·tek byla zÌsk·na promÏ¯enÌm standard-
nÌch roztok˘, vznikl˝ch rozpuötÏnÌm 1 mg standardu v 1 ml

methanolu a doplnÏnÌm na 5 ml vodou, p¯i optim·lnÌch experi-
ment·lnÌch podmÌnk·ch. Spektra jednotliv˝ch analyt˘ vzor-
ku byla srovn·v·na s odpovÌdajÌcÌmi spektry ve spektr·lnÌ
knihovnÏ a shoda byla posouzena za pouûitÌ hodnoty tzv.
faktoru shody (match factor, identick· spektra majÌ faktor
shody 1000). Hodnoty faktoru shody se p¯i stanovenÌ vzork˘
jeËmen˘ a travin pohybovaly v rozmezÌ 995ñ999.

V˝sledky a diskuse

O p t i m a l i z a c e s l o û e n Ì a v l a s t n o s t Ì
z · k l a d n Ì h o e l e k t r o l y t u

PrvnÌ f·zÌ v˝voje elektroforetickÈ separaËnÌ metody bylo
stanovenÌ nejv˝hodnÏjöÌch vlastnostÌ z·kladnÌho elektrolytu
pro dÏlenÌ vybranÈ skupiny fenolick˝ch l·tek s p¯edpokl·da-
n˝mi allelopatick˝mi vlastnostmi.

Modelov· smÏs sedmi fenolick˝ch l·tek (vanilin, k·vov·,
p-hydroxybenzoov·, ferulov·, salicylov·, protokatechov· a p-
-kumarov· kyseliny) byla separov·na za pouûitÌ uhliËitanovÈ-
ho tlumivÈho roztoku, tlumivÈho roztoku boritan/fosforeËna-
novÈho a tlumivÈho roztoku boritan/fosforeËnanovÈho s p¯Ì-
davkem SDS nebo CTAB (1ñ60 mmol.lñ1). NejlepöÌho roz-
liöenÌ bylo dosaûeno p¯i pouûitÌ smÏsi boritan-fosforeËnan.
P¯Ìdavek aditiv do roztoku tlumiËe nevedl ke zv˝öenÌ roz-
liöenÌ. Proto byl jako z·kladnÌ elektrolyt zvolen tlumÌcÌ roztok
sloûen˝ z kyseliny boritÈ a dihydrogenfosforeËnanu sodnÈho.

PrvnÌm krokem byla optimalizace pomÏru a koncentrace
jednotliv˝ch sloûek pufru. Byla testov·na koncentrace kyse-
liny boritÈ v rozsahu 5 aû 40 mmol.lñ1 a fosforeËnanu v rozsahu
20 aû 80 mmol.lñ1, pH roztok˘ bylo udrûov·no na konstantnÌ
hodnotÏ. Optim·lnÌ separace a dÈlka anal˝zy odpovÌdala pufru
sloûenÈmu z 20 mmol.lñ1 kyseliny boritÈ a 60 nebo 40 mmol.lñ1

dihydrogenfosforeËnanu  sodnÈho. ZmÏny migraËnÌch Ëas˘
jednotliv˝ch l·tek s mÏnÌcÌm se sloûenÌm z·kladnÌho elektro-
lytu pouûitÈho k separaci jsou shrnuty v obr·zcÌch 1 a 2. P¯i
separaci modelovÈ smÏsi standard˘ byl dostaËujÌcÌ rozdÌl po-
hyblivostÌ analyt˘ odpovÌdajÌcÌ elektrolytu s koncentracÌ fos-
foreËnanu 40 mmol.lñ1. Pro separaci re·ln˝ch vzork˘, kdy se
v elektroforegramu objevujÌ pÌky dalöÌch podobn˝ch l·tek,
byly vhodnÏjöÌ vÏtöÌ rozdÌly migraËnÌch Ëas˘ dosahovanÈ p¯i
pouûitÌ pufru s 60 mmol.lñ1 fosforeËnanu.

DalöÌ veliËinou, kter· z·sadnÌm zp˘sobem ovlivÚuje kva-
litu separace, je pH z·kladnÌho elektrolytu. Z·sobnÌ roztok
z·kladnÌho elektrolytu kyseliny boritÈ a dihydrogenfosforeË-
nanu sodnÈho byl za mÌch·nÌ magnetickou mÌchaËkou titrov·n
roztokem hydroxidu sodnÈho na poûadovanou hodnotu pH.
V tÈto f·zi byla hodnota pH z neutr·lnÌ postupnÏ zvyöov·na
s krokem 0,25 jednotky pH. Pro separaci se jako optim·lnÌ
uk·zala hodnota pH 8,75. P¯i niûöÌch hodnot·ch doch·zelo
k nedostateËnÈ separaci, vyööÌ hodnoty vedly k velkÈmu n·r˘-
stu doby separace. Vzhledem k optim·lnÌ hodnotÏ pH z·klad-
nÌho elektrolytu byl p¯i dalöÌ pr·ci tento elektrolyt p¯ipravov·n
z kyseliny boritÈ a hydrogenfosforeËnanu sodnÈho, ËÌmû se
zmenöilo mnoûstvÌ hydroxidu sodnÈho pot¯ebnÈho pro nasta-
venÌ pH. Vliv mÏnÌcÌho se pH na migraËnÌ Ëasy jednotliv˝ch
l·tek je shrnut v obr. 3.

Separace probÌhala za konstantnÌho napÏtÌ 6 kV. P¯i tomto
napÏtÌ dosahoval elektrick˝ proud proch·zejÌcÌ kapil·rou hod-
noty 90 µA. Zvyöov·nÌ separaËnÌho napÏtÌ vedlo ke zmenöenÌ
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rozdÌl˘ migraËnÌch Ëas˘ separovan˝ch l·tek, a tÌm i ke zhor-
öenÌ kvality separace (obr. 4).

Separace probÌhala v kapil·¯e, kter· byla v pr˘bÏhu mÏ¯enÌ
termostatov·na. Teplota separaËnÌ kapil·ry ovlivÚuje rychlost
migrace analyt˘, kter· se s n·r˘stem teploty zvyöuje. D·le
s rostoucÌ teplotou doch·zÌ k rozöÌ¯enÌ pÌk˘ a kles· jejich

symetrie, coû vede ke snÌûenÌ rozliöenÌ pÌk˘. Modelov· smÏs
byla separov·na p¯i teplot·ch 25, 30, 35 a 40 ∞C. Pro anal˝zu
byla jako nejvhodnÏjöÌ zvolena teplota 25 ∞C.

K zÌsk·nÌ kalibraËnÌch z·vislostÌ jednotliv˝ch fenolick˝ch
l·tek byly pouûity roztoky standard˘ o koncentraci 0,2; 2,0;
20,0 a 40,0 µg.mlñ1, kde kaûd· ze Ëty¯ pouûit˝ch koncen-
tracÌ jednotliv˝ch standard˘ byla nez·visle promÏ¯ena t¯ikr·t.
Pro mÏ¯enÌ kalibraËnÌch z·vislostÌ byla pouûita vlnov· dÈlka
254 nm (reference 450 nm), kter· vyhovovala vÏtöinÏ stand-
ard˘. KorelaËnÌ koeficient kalibraËnÌch z·vislostÌ byl ve vöech
p¯Ìpadech vyööÌ neû 0,999.

Vzhledem k matrici jednotliv˝ch vzork˘ bylo moûnÈ ob-
sah jednotliv˝ch fenolick˝ch l·tek stanovit metodou kalibraË-
nÌ k¯ivky. Meze detekce (LOD) a relativnÌ smÏrodatnÈ od-

Tabulka I
MigraËnÌ Ëasy (tm), meze detekce (LOD) stanovenÈ z troj-
n·sobku maxim·lnÌho kolÌs·nÌ z·kladnÌ linie slepÈho pokusu
(3◊hmax) a relativnÌ smÏrodatnÈ odchylky mÏ¯enÌ (RSD), urËe-
nÈ ze t¯Ì nez·visl˝ch opakov·nÌ p¯i koncentraci 2 µg.mlñ1

kaûdÈ z elektroforeticky stanovovan˝ch fenolick˝ch l·tek;
podmÌnky CE separace viz obr. 1

Analyt tm LOD RSD
[min] [mg.mlñ1] [%]

Vanilin 9,09 0,18 2,3
Kyseliny

ferulov· 9,27 0,16 2,5
p-kumarov· 10,25 0,10 2,4
p-hydroxybenzoov· 10,67 0,10 3,5
salicylov· 13,04 0,51 3,0
k·vov· 17,98 0,13 6,0
protokatechov· 25,00 0,15 6,4

Obr. 2. Z·vislost migraËnÌho Ëasu (tm) na koncentraci (c) boritanu
v z·kladnÌm elektrolytu (¡ vanilin,o ferulov· kyselina, ∆ p-kuma-
rov· kyselina, ◊ p-hydroxybenzoov· kyselina, p k·vov· kyselina,
* protokatechov· kyselina, + salicylov· kyselina); experiment·lnÌ
podmÌnky viz obr. 1

Obr. 3. Z·vislost migraËnÌho Ëasu (tm) na pH z·kladnÌho elek-
trolytu (¡ vanilin, o ferulov· kyselina, ∆ p-kumarov· kyselina,
◊ p-hydroxybenzoov· kyselina, p k·vov· kyselina, * protokatechov·
kyselina, + salicylov· kyselina); experiment·lnÌ podmÌnky viz obr. 1

Obr. 1. Z·vislost migraËnÌho Ëasu (mt) na koncentraci (c) fos-
foreËnanu v z·kladnÌm elektrolytu (¡ vanilin,o ferulov· kyselina,
∆ p-kumarov· kyselina, ◊ p-hydroxybenzoov· kyselina, p k·vov·
kyselina, * protokatechov· kyselina, + salicylov· kyselina); separace
p¯i napÏtÌ 6 kV v k¯emennÈ kapil·¯e o celkovÈ dÈlce 31 cm (efektivnÌ
dÈlka 22 cm) a vnit¯nÌm pr˘mÏru 75 µm naplnÏnÈ z·kladnÌm elektro-
lytem 20 mmol.lñ1 kyselina borit· a 60 mmol.lñ1 dihydrogenfosfo-
reËnan sodn˝ o pH 8,75
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chylky mÏ¯enÌ (RSD), urËenÈ ze t¯Ì nez·visl˝ch opakov·nÌ p¯i
koncentraci 2 µg.mlñ1 kaûdÈ ze stanovovan˝ch fenolick˝ch
l·tek jsou shrnuty v tabulce I a doplnÏny migraËnÌm Ëasem.
Meze detekce za podmÌnek zvolen˝ch pro stanovenÌ vybra-
n˝ch fenolick˝ch l·tek byly stanoveny z trojn·sobku maxi-
m·lnÌho kolÌs·nÌ z·kladnÌ linie slepÈho pokusu (3◊hmax).

S t a n o v e n Ì o b s a h u v y b r a n ˝ c h
r o s t l i n n ˝ c h f e n o l i c k ˝ c h l · t e k
m e t o d a m i C E a H P L C

Anal˝za re·ln˝ch rostlinn˝ch materi·l˘ s sebou p¯in·öÌ
problÈm sloûitÈ matrice obsahujÌcÌ velkÈ mnoûstvÌ l·tek s po-
dobn˝mi vlastnostmi, a tÌm i velice podobn˝mi, nebo dokonce
totoûn˝mi, migraËnÌmi Ëasy, jako majÌ hledanÈ analyty. DalöÌ
problÈm p¯in·öÌ skuteËnost, ûe se stanovovanÈ fenolickÈ l·tky
nenach·zejÌ jako volnÈ, ale mohou b˝t v rostlinÏ p¯Ìtomny
v r˘zn˝ch konjugovan˝ch form·ch. Proto, aby byla anal˝za
v˘bec moûn·, je nutnÈ oddÏlit analyty od osnovy a izolovat je
z poûadovan˝ch konjugovan˝ch forem.

VhodnÈ podmÌnky separace, zÌskanÈ optimalizacÌ elektro-
foretickÈho systÈmu pro rozdÏlenÌ modelovÈ smÏsi fenolic-
k˝ch slouËenin, byly pouûity pro stanovenÌ fenolick˝ch l·tek
s allelopatick˝mi vlastnostmi ve vzorcÌch suchÈ travnÌ hmoty
a obilek jeËmene.

Ve t¯ech vzorcÌch suchÈ travnÌ hmoty a Ëty¯ech vzorcÌch
obilek jeËmene, p¯ipraven˝ch k anal˝ze v˝öe popsan˝m zp˘-
sobem, byla stanovena vybran· skupina fenolick˝ch slouËenin
s allelopatick˝mi vlastnostmi v˝öe popsanou metodou kapi-
l·rnÌ elektroforÈzy s vysok˝m rozliöenÌm.

Elektroforetick˝ systÈm byl nastaven na ide·lnÌ podmÌn-
ky separace, stanovenÈ na modelovÈ smÏsi standardnÌch roz-
tok˘. Na elektroforegramu vzork˘ se na rozdÌl od modelovÈ
smÏsi vyskytly i pÌky dalöÌch v rostlinÏ obsaûen˝ch l·tek (obr.
4 a 5). Proto byl ke stanovenÌ fenolick˝ch l·tek v re·ln˝ch
vzorcÌch jako z·kladnÌ elektrolyt zvolen pufr s 60 mmol.lñ1

fosforeËnanu, p¯i jehoû pouûitÌ se vÌce liöily migraËnÌ Ëasy
stanovovan˝ch l·tek. Metodou HPCE dosaûenÈ v˝sledky by-
ly srovn·ny s v˝sledky stanoven˝mi metodou HPLC. Stanove-
nÌ HPLC probÌhalo za podmÌnek popsan˝ch v literatu¯e15 na ko-

Obr. 5. Elektroforegram stanovenÌ fenolick˝ch l·tek CE (vanilin ñ 8,989 min, ferulov· kyselina ñ 9,302 min, p-kumarov· kyselina ñ 10,247
min, p-hydroxybenzoov· kyselina ñ 10,681 min, k·vov· kyselina ñ 18,007 min, protokatechov· kyselina 25,013 min) ve vzorku AII ñ obilky
jeËmene odr˘dy Akcent; experiment·lnÌ podmÌnky viz obr. 1

Obr. 4. Elektroforegram stanovenÌ fenolick˝ch l·tek CE (ferulov· kyselina ñ 9,263 min, p-kumarov· kyselina ñ 10,267 min, p-hydroxy-
benzoov· kyselina ñ 10,702 min, k·vov· kyselina ñ 17,954 min, protokatechov· kyselina ñ 24,946 min) ve vzorku 8010 rozrazil rozekvÌtek
Veronica chamaedrys; experiment·lnÌ podmÌnky viz obr. 1
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Tabulka II
MnoûstvÌ fenolick˝ch l·tek [µg.gñ1] stanoven· metodou CE v jednotliv˝ch vzorcÌch travin (prysky¯nÌk cibulkov˝ Ranunculus
bulbosus ñ 8001, rozrazil rozekvÌtek Veronica chamaedrys ñ 8010 a krvavec menöÌ Sanguisorba minor ñ 8012) a obilek jeËmene
(odr˘da Akcent v r˘znÈm stupni zralosti) spolu se srovn·vacÌmi hodnotami zÌskan˝mi HPLC; podmÌnky separace CE viz obr. 1;
mobilnÌ f·ze byla sloûena z acetonitrilu a 0,5 % (v/v) kyseliny octovÈ, byl pouûit line·rnÌ gradient od 5:95 aû na 30:70 (v/v) za
12,5 minuty a pr˘tok 0,3 ml.minñ1; kolona byla temperov·na na teplotu 30 ∞C

Metoda Vzorek Vanilin Kyseliny

ferulov· p-kumarov· p-hydroxybenzoov· k·vov· protokatechov·

Tr·vy

HPCE 8001 0,20±0,02 0,28±0,01 0,19±0,02 ñ 0,82±0,03 1,42±0,03
8010 ñ 0,32±0,03 1,41±0,02 0,29±0,04 1,24±0,05 0,28±0,02
8012 ñ 0,29±0,01 0,20±0,02 0,31±0,02 0,70±0,03 ñ

HPLC 8001 0,22±0,02 0,34±0,01 0,20±0,02 0,14±0,02 0,74±0,02 1,33±0,03
8010 0,04±0,01 0,26±0,02 1,47±0,02 0,38±0,01 1,16±0,03 0,24±0,01
8012 0,15±0,02 0,31±0,01 0,21±0,01 0,27±0,02 0,70±0,01 0,13±0,01

JeËmeny

HPCE A I 5,03±0,16 18,95±0,15 7,21±0,07 1,21±0,05 1,93±0,07 7,82±0,05
A II 3,27±0,07 10,69±0,04 4,05±0,10 2,47±0,04 5,84±0,06 1,06±0,03
A III 5,52±0,12 28,01±0,16 10,52±0,02 8,60±0,12 1,80±0,07 3,85±0,04
A IV 3,64±0,06 27,54±0,10 11,11±0,06 7,08±0,08 1,83±0,01 3,27±0,02

HPLC A I 4,96±0,12 19,49±0,10 7,24±0,07 1,29±0,06 1,82±0,06 7,69±0,05
A II 3,23±0,08 10,61±0,09 3,89±0,04 2,45±0,05 5,81±0,04 1,22±0,03
A III 5,45±0,06 28,15±0,05 10,65±0,06 8,56±0,07 1,74±0,06 3,70±0,05
A IV 3,75±0,05 27,35±0,05 11,05±0,07 7,19±0,06 1,75±0,04 3,21±0,04

lonÏ ZORBAX SB C18 bez pouûitÌ v literatu¯e popsanÈ SPE
p¯edseparace. P¯Ìprava vzork˘ pro HPLC i CE byla totoû-
n·, liöila se pouze v poslednÌ f·zi, kdy pro n·st¯ik do HPLC
byl such˝ odparek rozpuötÏn v roztoku pouûitÈ mobilnÌ
f·ze.

MnoûstvÌ fenolick˝ch l·tek stanoven· kapil·rnÌ elektro-
forÈzou v jednotliv˝ch vzorcÌch travin a obilek jeËmene jsou
shrnuta v tabulce II spolu se srovn·vacÌmi hodnotami zÌska-
n˝mi HPLC. V˝sledky mÏ¯enÌ koncentrace fenolick˝ch l·tek
(vanilin, ferulov·, p-kumarov·, p-hydroxybenzoov·, k·vov·
a protokatechov· kyseliny) ukazujÌ na rozdÌly v obsahu feno-
lick˝ch l·tek v z·vislosti na rostlinnÈm druhu ve vzorcÌch
suöen˝ch rostlin prysky¯nÌku, rozrazilu a krvavce. Vzorky
r˘znÏ zral˝ch obilek jeËmene Akcent demonstrujÌ zmÏnu ob-
sahu v odliön˝ch r˘stov˝ch f·zÌch rostliny.

Z·vÏr

Pr·ce popisuje dostateËnÏ rychlou (celkov· doba separace
a stanovenÌ, vËetnÏ pre- a postkondicionace ñ 35 min) a citli-
vou CE metodu stanovenÌ a identifikace skupiny l·tek s alle-
lopatick˝mi vlastnostmi v rostlinnÈm materi·lu. LOD jed-
notliv˝ch analyt˘ leûÌ v rozmezÌ 0,10ñ0,51 µg.mlñ1 (trojn·-
sobek maxim·lnÌho kolÌs·nÌ z·kladnÌ linie slepÈho pokusu
3◊hmax). Metoda je pouûiteln· jako alternativnÌ moûnost ke
stanovenÌ klasickou chromatografickou metodou. V˝sledky
ukazujÌ na velmi dobrou shodu obsah˘ zÌskan˝ch mÏ¯enÌm
metodami CE a kapalinovÈ chromatografie.

Anal˝za rostlinnÈho materi·lu s sebou vûdy p¯in·öÌ kom-

plikace v podobÏ sloûitÈ matrice vzorku, liöÌcÌ se vzorek od
vzorku, kter· obsahuje velkÈ mnoûstvÌ interferujÌcÌch l·tek
velice podobn˝ch vlastnostÌ. Metoda CE umoûnila stanovenÌ
hodnot koncentrace analyt˘ ve vzorcÌch travin i jeËmene.
P¯Ìtomnost vysokÈ koncentrace neidentifikovanÈ l·tky s veli-
ce blÌzk˝m migraËnÌm Ëasem ve sloûitÈ matrici vzork˘ travin
znemoûnila stanovenÌ nÏkter˝ch analyt˘ (kyseliny protoka-
techovÈ a vanilinu v krvavci, kyseliny p-hydroxybenzoovÈ
v prysky¯nÌku a vanilinu v rozrazilu).

Problematika byla ¯eöena v r·mci v˝zkumnÈho z·mÏru
MäMT »R, reg. Ë. MSM 432100001 a grantu GA »R reg.
Ë. 521/99/0863.
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J. VlËek, B. Klejdus, and V. Kub·Ú (Department of
Chemistry and Biochemistry, Mendel University of Agricul-
ture and Forestry, Brno): Determination of Phenolic Sub-
stances in Plant Materials by Capillary Electrophoresis
and Liquid Chromatography

A simple, sensitive and fast capillary electrophoretic me-
thod was optimized for the identification and determination of
allelopathic phenolic compounds (vanillin, caffeic, 4-hydro-
xybenzoic, ferulic, salicylic, protocatechuic and 4-coumaric
acids) in plant materials. Separation in an uncoated silica
capillary (Supelco Select ñ FS75, effective length 22 cm, total
length 31 cm, 75 µm I.D., 363 µm O.D.) was performed at
6 kV in 20 mmol.lñ1 boric acid and 60 mmol.lñ1 Na2HPO4
buffer (pH 8.75). The method was applied to the determination
of vanillin, 4-hydroxybenzoic and protocatechuic acids in
Ranunculus bulbosus, Veronica chamaedrys and Sanguisorba
minor and in barley seeds. The results were in good agreement
with those obtained by liquid chromatography.

Chem. Listy 96, 39 ñ 44 (2002) LaboratornÌ p¯Ìstroje a postupy

44


	2002_01_01
	2002_01_02
	2002_01_03
	2002_01_04
	2002_01_05
	2002_01_06

