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1. Uvod

Vysledky rentgenostrukturni analyzy monokrystall jsou
vyuzivdny uz vice nez 80 let v riznych oblastech védy. V krys-
talech jsou rentgenové paprsky difraktovany prevazné elektro-
ny, difrakce na jadrech atomi je zanedbatelnd. Diky silné
pritazlivé interakci mezi zaporné nabitymi elektrony a kladné
nabitymi jadry se naprostd vétina elektroni vyskytuje v bez-
prostfednim okoli jader atomd. Na tomto faktu je zaloZena
standardni rentgenostrukturni analyza, kterd spoc¢ivd ve vy-
hleddani maxim elektronové hustoty v krystalu a jejich prira-
zeni jednotlivym atomim. Typickym vysledkem standard-
ni rentgenostrukturni analyzy je tudiz kompletni informace
o polohdch atomu v krystalu, jinymi slovy krystalovd struktu-
ra.

Kdyby se krystal sklddal z neinteragujicich atomt, vSech-
ny atomy by byly neutrdlni a veSkerd elektronova hustota by
bylarozmisténa sféricky v okoli atomovych jader. Atomy vSak
spolu interaguji, coz se miiZe projevit v zdsadé dvéma zptiso-
by: 1) elektronegativnéjsi atomy odebiraji elektronovou hus-
totu atomtim elektropozitivnéj$im a vznikaji ionty, 2) nékteré
elektrony se dcastni chemickych vazeb nebo jsou lokalizovd-
ny v nevazebnych elektronovych pdrech, takZe jsou kolem
atomovych jader rozmistény nesféricky. Toto pojedndni se
zabyvd predev$im dvéma roz§ifenimi standardni rentgeno-
strukturni analyzy: 1) kappa upiestiovanim', které umoziiuje
uréit atomové naboje a 2) multipélovym upiesiovanim?, které

umoziuje zviditelnit nesférickou elektronovou hustotu v krys-
talu, to jest naptiklad kovalentni vazby a nevazebné elektro-
nové pary.

2. Zadkladni pojmy

V rentgenostrukturni analyze méiime intenzity zafent /,,
difraktovaného na krystalovych rovindch (hkl), které jsou
umérné Ctverci absolutni hodnoty strukturniho faktoru

By = thkI|2 (1)

Strukturni faktory jsou obecné komplexni ¢isla, coz mu-
Zeme vyjadfit pomoci rovnice:

Fp=1Fpy! exp(@y) (2)

kde @,,, jsou fize a IF,,| amplitudy strukturnich faktori.
SkuteCnost, Ze experiment poskytuje pouze amplitudy |F,I,
zatimco k ndslednému urceni krystalové struktury jsou nezbyt-
né hodnoty F,,, se nazyva fazovy problém rentgenostrukturni
analyzy. Presnému popisu a feSeni fizového problému je
vénovana fada u¢ebnic>*, Elektronovou hustotu v krystalu p(x,
¥, z) v misté daném frakénimi soufadnicemi (x, y, z) pocitdme
z hodnot strukturnich faktora:

px,y,2) = %ZEM exp[2mi(hx + ky + [7)] (3)

hkl

kde sumace probihd pies vSechny indexy &, k, [ a V je objem
zdkladni buiiky. Strukturni faktor z predchozich dvou rovnic
uddvd intenzitu zdfeni rozptylenou jednou zdkladni buinikou
krystalu a ziska se jako soucet atomovych rozptylovych fak-
tort, pficemz je nutno vzit v tivahu fadzové rozdily a teplotni
pohyby atomu:

N
Fu= 21 expl2mi(hx; + ky; + Iz)1T, (4)

J=1

Scitd se pfes vSechny atomy j = 1, 2, ...N v buiice, f; je
atomovy rozptylovy faktor uddvajici rozptyl zafeni na j-tém
atomu, x;, y; a z; jsou frakénf souradnice atomu a 7} je teplotni
faktor popisujici vliv teplotniho pohybu j-tého atomu. Atomo-
vy rozptylovy faktor f; je spojen s elektronovou hustotou p; na
Jj-tém atomu vztahem:

f(8) = [ pr) exp(2niSr)dr (5)

kde S je difrak¢ni vektor uddvajici smér difraktovaného zafeni
a r je polohovy vektor uddvajici polohu vzhledem k jadru
J-tého atomu. Z predchozich vztaht vyplyvd, Ze v konecném du-
sledku je intenzita difraktovaného zareni, kterou méfime pri
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Obr. 1. Vysledky standardni rentgenostrukturni analyzy pro krystal dihydratu kyseliny oxalové, modifikace o; a) JAM model poskytuje
polohy a teplotni parametry atomti, atomy se s 50 % pravdépodobnosti nalézaji uvniti termdlnich elipsoidd, o¢islovany jsou pouze symetricky
nezavislé atomy; b) fez mapou elektronové hustoty v roviné molekuly oxalové kyseliny, atomy se nachdzeji v maximech elektronové hustoty,
kontury na mapé jsou po 1,25 ¢.A~ kladné vrstevnice jsou plné ¢ary, nulové vrstevnice jsou teckované; prevzato z préce]4

difrak¢nich experimentech, funkei elektronovych hustot na jed-
notlivych atomech v krystalu. Rizné modely popisované v nd-
sledujicich kapitoldch se li$i pravé tim, jakym zpisobem de-
finuji funkei p(r) popisujici elektronovou hustotu na atomech.

Pfi samotné rentgenostrukturni analyze se dodrZuje zhruba
ndsledujici postup:

— Pomoci difraktometru se zméii intenzity difraktovaného
zdfeni I,z mnoha riznych krystalovych rovin (hk).

— Z intenzit difraktovaného zareni se ziskaji absolutni hod-
noty strukturnich faktord IF,,|, v nichZ je ukryta informace
o polohdch atomt, jak je patrné z rovnice (4).

— Vyftesi se fazovy problém rentgenostrukturni analyzy a zis-
kd se prvni model krystalové struktury. Pfi pouZiti rychlych
pocitac¢i a modernich programti byvd feseni fazového problé-
mu ve vétsing pripadi pomérné snadné.

— Upfesni se krystalova struktura, protoze model ziskany
v predchozim kroku je zpravidla velmi hruby. Casto nejsou
jesté zndmy polohy vSech atomi a polohy vétSiny ostatnich
atomd jsou nepiesné. K upresiovani krystalové struktury se
pouziva nejcastéji metoda nejmensich &tverci®™. Metodou
nejmensich ¢tverct se minimalizuji rozdily mezi amplitudami
strukturnich faktort ziskanych z experimentu (rovnice (7))
a hodnotami strukturnich faktort ziskanych vypoctem (rovni-
ce (4)). Dohleddnim dal$ich atomi a jemnymi zménami para-
metri atomt uz nalezenych se snazime dosdahnout co nejleps{
shody mezi vypoctenymi a pozorovanymi strukturnimi fakto-
ry. Ve standardni rengenostrukturni analyze jsou ménénymi
parametry polohy atomi a teplotni faktory. Pokud chceme
pomoci kappa upiesnéni uréit atomové ndboje, pribudou dals{
parametry urcujici napiiklad pocty valencnich elektront. Po-
kud chceme pomoci multipélového uptesnéni urcit elektrono-
vou hustotu v krystalu, musi se pfidat jeSté celd fada tzv.
multipélovych parametri.

Pro ur€ovéni atomovych naboji pomoci kappa upiesiova-
ni je nutné mit k dispozici presnéjsi a kvalitnéjsi data, nez je
obvyklé ve standardni rentgenostrukturni analyze. JeSt€ kva-
litn€jSich dat je zapotfebi pro urcovdni ndbojovych hustot
v krystalu pomoci multipélového upfesiiovani. Data se obvyk-
le méfi za nizkych teplot kolem 100 K, aby se minimalizoval

teplotni pohyb atomt, ktery pfi studiich ndbojovych hustot
pusobi rusivé. Ddle je nutné zméfit difrakce s vysokymi di-
frak¢nimi dhly 0, aby bylo dosazeno vyssiho rozli§eni na ma-
pach elektronovych hustot. Pro standardn{ rentgenostrukturn{
analyzu postacuji nizkodhlové difrakce se sin®/A < 0,6 A,
kde A je vlnovd délka pouzitého rentgenového zdfeni. Pro
urovdni atomovych ndboji je vhodné zméfit i difrakce se
sinB/A > 0,6 A~ a pro studia nabojovych hustot jsou nezbytné
i vysokouhlové difrakce se sin6/A > 0,9 Al

3. Standardni rentgenostrukturni analyza

3.1. Model nezdvislych atomt

Ve standardni rentgenostrukturni analyze se predpokladd,
Ze krystal se sklddd z navzdjem neinteragujicich atomu. Lze si
jej tedy predstavit jako soubor sféricky symetrickych atomi
s pevné danou velikosti a pevné danym poctem elektront.
Odpovidajici model se jmenuje model nezavislych atomi
(Independent Atom Model — IAM) a elektronovd hustota na
atomu je definovana ndsledovné:

Paont?) = sféricky_symetrickd_funkce (6)

Pomoci IAM modelu byly urceny vSechny znamé krysta-
lové struktury, coz dokazuje, Ze se jednd o opravdu velmi
dobrou aproximaci. Tato skutecnost se da vysvétlit napiiklad
srovnanim hodnot elektronovych hustot’: maxima elektrono-
vé hustoty pro atomy z prvni fadky periodické soustavy jsou
fadové 1000 eA=, zatimco zmény elektronové hustoty v di-
sledku vazby atomd jsou fadové 1 eA=3, coz je &islo o tii fady
mensi. JAM model tedy sprdavné popisuje drtivou vétSinu
elektronové hustoty v krystalu, kterd je sféricky rozmisténa
v okol{ atomovych jader.

Pri upfesiiovani struktury (kapitola 2.) poskytne IAM mo-
del informaci o polohdch a teplotnich parametrech atomi
v krystalu (obr. 1a). Atomy se nachdzeji v maximech elektro-
nové hustoty (obr. 1b).
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3.2. Nedostatky modelu
nezdvislych atomu

Aproximace pouZzitd v IAM modelu funguje tim htife, ¢im
méné md atom elektronti. Krajnim pifipadem je atom vodiku
s jedinym elektronem. Pokud je vodik vdzan kovalentni vaz-
bou X-H (kde X = C, N, O), je jeho jediny elektron posunut
smérem k atomu X. TAM model predpokldda, ze elektronova
hustota na atomu je sféricky symetrickd a v maximu elektro-
nové hustoty se nachdzi jadro atomu. Jelikoz maximum elek-
tronové hustoty pro atom vodiku je posunuto smérem k atomu
X, pti pouziti IAM nalezneme vodik v krystalové struktufe na
nespravném misté a vysledkem je efekt zndmy jako zdanlivé
zkraceni X-H vazeb®, které se miZe pohybovat fddové az
v desetindch A.

Jinym efektem spojenym s nesférickym rozlozenim elek-
tronové hustoty kolem atomu jsou asférické posuny. Efekt je
pomérné jemny, ale stdvd se dobfe patrnym pii porovnan{
rentgenografickych a neutronografickych dat. Neutrony di-
fraktuji na atomovych jadrech, a tudiZ neutronovd difrakce
poskytuje pfesné polohy jader atomd. Rentgenové paprsky
difraktuji na elektronech, pfi¢emz se v rimci IAM ptedpokla-
da, ze v maximu elektronové hustoty se nachdzi{ jadro atomu,
coz vSak nemusi byt vzdy pfesné splnéno. Napiiklad v mole-
kule vody je maximum elektronové hustoty pro atom kysliku
posunuto ve sméru volného elektronového paru’. Asférické
posuny jsou definovdny jako rozdily mezi neutronografickymi
a rentgenografickymi polohami atomu a ¢inf fadové tisiciny
az setiny A. Pozoruji se zejména u leh&ich atomd, napfiklad
pro atom kysliku v -COOH skupiné oxalové kyseliny® nebo
pro atom uhliku v -CN skupiné tetrakyanoethylenu’.

Z dalsich efektd, které odhaluji n¢které nedostatky zjed-
noduseného modelu TAM, jmenujme jesté existenci dipo-
lovych momentd u molekul v krystalech'o a vyskyt tzv. za-
kdzanych difrakci napiiklad u krystalii diamantu'' nebo kie-
miku'?,

4. Deformacni elektronové hustoty

Celkovou elektronovou hustotu v krystalu mizeme roz-
délit na sférickou, tvofenou elektrony rozmisténymi sféricky
v okoli jader, a nesférickou, tvorenou elektrony preskupeny-
mi v disledku meziatomovych interakci. Na moznost piimé-
ho méfeni celkové elektronové hustoty v krystalech pomoci
difrakce rentgenovych paprskii upozornil jiz P. Debye v roce
1915, ale tehdej$imi metodami byla nesférickd cast elek-
tronové hustoty nedetegovatelnd, protoze predstavuje jen ma-
lou ¢ést celkové hustoty (kapitola 3.1.). Teprve v 60. a 70.
letech umoznil rozvoj pfistrojové a vypocetni techniky dosta-
te¢né presné méteni difrakcnich dat a jejich pfesné€jsi a rych-
lejsi zpracovdni na pocitacich. Tehdy se zacaly objevovat
v zahranic¢n{ literatufe prvni prace zabyvajici se nesférickym
rozloZenim elektronové hustoty kolem jader atomu. Vétsi-
na praci byla zaloZena na takzvanych deformacnich elektro-
novych hustotdch. Mapy deformacnich elektronovych hustot
ukazuji odchylky (deformace) od sférického rozlozeni elek-
trond kolem atomovych jader, tj. napiiklad kovalentni vaz-
by nebo volné elektronové pdry (obr. 2). Pocitaji se na zd-
kladé vztahu zndmého ze standardni rentgenostrukturni ana-

lyzy:
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Obr. 2. Vysledky X-X upresiiovani dihydratu oxalové kyseliny“;
X-X mapa deformacni elektronové hustoty v roviné molekuly oxalové
kyseliny ukazuje kovalentni vazby a volné elektronové pary na ato-
mech kysliku, vrstevnice po 0,05 e.A”, kladné vrstevnice jsou plné,
nulové vrstevnice teckované a zdporné vrstevnice pierusované c¢ary

1 § .
Ap(x, y, 2) = — (il = Fi) expl-2mi(hx + ky + I2)]
V (7)

kde Ap je diferencni nebo deformacni elektronovd hustota
v misté daném frakénimi souradnicemi x, y, z, sumace probihd
pres vSechny indexy &, k, [ a V je objem zdkladni bunky.
F jsou strukturni faktory, jejichz amplitudy jsou ziskané
z experimentu (rovnice (1)) a fize vypoctem. F55° jsou struk-
turni faktory ziskané kompletné vypoctem (rovnice (4)). Pti
vypoctech se pouzivaji atomové rozptylové faktory izolova-
nych, sféricky symetrickych atomu. P#i standardni rentgeno-
strukturni analyze se pfi vypodtech F5i° pouZivaji jen para-
metry ziskané z nizkodhlovych difrak¢nich dat. Mapa ukazuje
piky odpovidajici dosud nenalezenym atomim a nazyva se
mapa diferencni elektronové hustoty. Pro ziskdani mapy defor-
macni elektronové hustoty, kterd ukazuje vazebné efekty, je
tieba mit k dispozici vysokouhlové difrakce. Ddle jsou potieb-
né piesné polohy a teplotni faktory atomti neovlivnéné vazeb-
nymi efekty, jako jsou napiiklad asférické posuny (kapitola
3.2.). Pokud se pouziji k vypoctu FS® polohy a teplotni
parametry atomu ziskané z neutronové difrakce, jsou vysled-
kem X-N mapy deformacni elektronové hustoty a metoda se
nazyva X-N upfesiiovani. Neutronograficka data vSak nejsou
vzdy k dispozici, a proto byla vyvinuta metoda zaloZend ¢isté
na rentgenografickych datech, kterd se nazyva X-X upfesno-
vani a poskytuje X-X mapy deformacni elektronové hustoty
(obr. 2). Pfi X-X upfestiovani se hodnoty F5i° poéitaji pouze
z parametri urenych z vysokothlovych difrakei. Vazebné
efekty se tykaji predevsim valen¢nich elektront, ale ty pri
vyssich difrakénich dhlech nedifraktuji*. Vnitini elektrony
jsou vazebnymi efekty ovlivnény jen nepatrné a navic difrak-
tujii pi vyssich dhlech, takze 1ze s pouZitim vysokothlovych

difrakef ziskat spravnéjsi polohy atomd.
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X-X upfesnovani se stalo dspésnou metodou pro zobrazo-
vani elektronovych hustot v krystalech. PouzZivd se dodnes
spolu s modernéjSimi postupy popsanymi nize. Téma X-X
a X-N deformacnich elektronovych hustot bylo jiz v ceské
literatuie zpracovano v piehledném referatu'® a nebudeme se
jim zde ddle zabyvat.

5. Urcovani atomovych naboja

Kappa upfesnovdni je upfesiiovdni krystalové struktury
metodou nejmensich Gtverci na zakladé k-formalismu', coz je
pomérné jednoduchy model, ktery umoZziuje popsat presun
elektronové hustoty mezi atomy diky tomu, Ze oddéluje di-
frakci na vnitinich a valenc¢nich elektronech atomu. V rdmci
modelu jsou atomy v krystalu stdle povazovany za sféricky
symetrické, ale mohou si navzdjem vyménovat elektrony a mo-
hou ménit svoji velikost. Elektronovd hustota atomu je po-
psdna vztahem:

palom(r) = pcore(r) + Pv 18pvanlence(Kr) (8)

kde funkce p_,. je sféricky zprimérovand elektronovd hustota
piislusejici vnitinim elektroniim a p, .. je sféricky zprtimé-
rovand elektronova hustota piislusejici valenénim elektrontim
atomu. Popula¢ni parametr valen¢ni slupky P, uddva pocet
valen¢nich elektronti; atomové ndboje je mozno vypocist jako
(N,— P, kde N, je pocet valen¢nich elektronii v izolovaném
atomu. Radidlni parametr k popisuje roztazeni ¢i smrsténi
valen¢ni sféry atomu. Pokud plati k¥ > 1, stejnd elektronova
hustota jako u izolovaného atomu se nachdzi v mensi vzddle-
nosti 7 od jadra, a tudiz je atom smrstén ve srovndni s izolova-
nym atomem. Analogicky pro k¥ <1 je atom roztazen, protoze
stejnd elektronova hustota se nachdzi ve vétsi vzdalenosti r od
jadra. Funkce p_,.. @ Pyaience jSOU pro kazdy atom pevné defi-
novdny. Parametry P, a ¥ se upiesiiuji spolu s polohovymi
a teplotnimi parametry atomt metodou nejmensich Ctverci.
Typickym vysledkem kappa upfesiiovani jsou pravé hodnoty
parametri P, a K, které poskytuji informace o atomovych
ndbojich a roztazeni ¢i smrsténi atomut v krystalu (tab. I).

Tabulka I

Vysledky kappa upfesiiovani krystalu dihydrdtu kyseliny oxa-
lové (obr. 1a). Atomové ndboje g jsou vypocteny ze vztahu
(N, —P), kde N, je pocet valen¢nich elektronil izolovaného
atomu

Atom P, [e] K q le]
Cl 3,78 (2) 1,056 (3) +0,22 (2)
01 6,31 (1) 0,995 (2) -0,31 (1)
02 6,43 (1) 0,988 (2) 0,43 (1)
03 6,41 (2) 0,988 (2) 0,41 (2)
H1 0,69 (1) 1,22 +0,31 (1)
H2 0,69 (1) 1,2 +0,31 (1)
H3 =H2® 1,22 =H2°

#Parametry k viech vodikovych atomii byly fixovany, divody
viz" ' atomové ndboje H2 a H3 byly v priibéhu kappa

upfesnovani udrzovény stejné
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Vysledky kappa upfesiiovdni oxalové kyseliny (obr. 1a)
ukdzané v tabulce I jsou v souladu s konceptem elektronega-
tivity; napfiklad uhlikovy atom C1 nese kladny ndboj, protoZe
elektronovou hustotou mu odcerpaly dva elektronegativné;si
atomy kysliku O1 a O2. V souladu s teoretickym predpokla-
dem je téz smr$téni kladn€ nabitych atomi a roztazeni atomt
zdporné nabitych. Znaménka atomovych ndbojii vSak nelze
¢asto odvodit pomoci takto jednoduchych postupti. Naopak,
atomové ndboje ur¢ené pomoci kappa upresnovani se casto lis{
od ndbojt pfedpovidanych naptiklad s pouzitim Siroce popu-
larniho oktetového pravidla, a dokazuji tak jeho omezenou
platnostm.

6. Urcovani nabojovych hustot

Termin ndbojova hustota (charge density) se pouzivd ve
stejném vyznamu jako termin elektronova hustota (electron
density). V obou piipadech se jednd o rozmisténi elektrond,
presnéji feceno hustoty elektronti ¢i hustoty ndboje v krystalu.
Jediny rozdil spociva ve skutecnosti, ze terminu elektronova
hustota se Castéji uzivd v souvislosti s vySe popsanym X-X
upfesinovanim, zatimco terminu ndbojova hustota se Cast&ji
uzivd v souvislosti s nize popsanym multipélovym upfesiio-
vanim.

6.1. Multipolové uptfesnovdni

Nesférickou elektronovou hustotu v krystalu je mozno
zviditelnit pomoci vySe popsaného X-X upfesiiovini, ale ma-
xima a minima na X-X mapéch deformacni elektronové hus-
toty nejsou nijak popsdna. K popisu elektronové hustoty v kry-
stalu je nutno pouZzit pokrocilejSich modeld. V uplynulych
30 letech si nejvétsi popularitu ziskaly takzvané asférické
pseudoatomové modelylo. Po prvnich teoretickych studiich!>'®
byly asférické pseudoatomové modely zavedeny do vypocet-
nich programl pro rentgenostrukturni analyzu. VétSina stu-
dif nabojovych hustot v krystalech byla provedena programy
LSEXP (cit.'), VALRAY (cit.'®), POP (cit."”) a MOLLY
(cit.?). Ziejme nejpopuldrnéj$im z téchto programi je MOLLY,
ktery pouzivd variantu asférického pseudoatomového modelu
nazyvanou multipélovy model, zaloZzeného na multipélovém
formalismu. Multipélovy model byl pozdéji zaveden i do dvou
modernich programi XD (cit.?%) a JANA2000 (cit.?").

Multipdlové upiesnovani je upfesiiovani krystalové struk-
tury metodou nejmensich ¢tverci na zdkladé multipélového
formalismu®. Pfedpokldda se, Ze atomy si mohou vyméiovat
elektrony, a navic mohou byt nesférické. Elektronova hustota
atomu je popsdna vztahem:

patom(r) = pcore(r) + Pv K3pvalence(Kr) +

5

1
+ 2XR(r) X Bidy,-(0.0) (9)
0 m=0

kde vektor r a soufadnice r, 6, @ jsou dany pomoci lokdlniho
soufadnicového systému definovaného uzivatelem na kazdém
atomu. Celkovd elektronova hustota na atomu se ziskd secte-
nim tfi ¢lent. Vyznam prvnich dvou ¢lend je stejny jako
v piipadé kappa upfesiiovani (rovnice (8)). Tteti ¢len, obsahu-
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Obr. 3. Vysledky multipélového upresiovani dihydratu oxalové kyseliny“; mapy nabojovych hustot v roviné molekuly oxalové kyseliny
ukazuji kovalentni vazby a volné elektronové pary; a) mapa dynamické modelové deformacni elektronové hustoty; b) mapa statické modelové

deformacni elektronové hustoty; vrstevnice jako na obr. 2

jici dvé sumace, méni atomovou elektronovou hustotu na
nesférickou. R, jsou radidlni funkce Slaterova typu a d,,, jsou
anguldrni funkce, nazyvané téZ multipélové hustotni funkce
nebo jen multipélové funkce ¢i multipdly. Tvary radidlnich
a anguldrnich funkci jsou pevné ddny. Anguldrni funkce se
tvarem velmi podobaji atomovym orbitalim a jejich orientace
v prostoru je definovdna lokdlnim soufadnicovym systémem
na daném atomu. P, jsou multipélové populacni parametry,
uddvajici presuny elektrond v rdmci multipélovych funkei.
Parametr «’ popisuje roztazeni ¢i smrsténi nesférické elek-
tronové hustoty popsané pomoci radidlnich a anguldrnich
funkef.

Pti multip6lovém upfesiiovdni se kromeé polohovych a tep-
lotnich parametrti atomt upfesiuji metodou nejmensich ctver-
cl jeSt¢ parametry P, K, P, a X’. Prostfednictvim téchto
parametrd je popsdna ndbojovd hustota v krystalu, ¢ehoz lze
vyuzit pro vykreslovani modelovych map deformacnich elek-
tronovych hustot (obr. 3a, 3b). Modelové mapy jsou typickym
vysledkem multipélového upresiiovdni. Ndzev modelové vy-
plyva ze skutecnosti, Ze jsou zaloZeny vyhradné na paramet-
rech ziskanych z multip6lového modelu. Ve srovndni s X-X
mapami vykazuji modelové mapy deformacnich elektrono-
vych hustot ostiejsi piky a netrpi tolik experimentalnim Su-
mem (srovnej s obr. 2). Dynamickd modelovd mapa deformac-
ni elektronové hustoty se pocita v reciprokém prostoru pomoci
Fourierovy transformace. Mapa se nazyva dynamickd, nebot
zobrazuje elektronovou hustotu se zauvazovanim teplotnich
pohybil atomd. Statickd modelovd mapa deformacni elektro-
nové hustoty se pocitd v redlném prostoru piimym vykresle-
nim modelové elektronové hustoty. Nédzev statickd plyne ze
skutecnosti, Ze teplotni pohyby atomt jsou z vypoctu vypus-
tény, a mapa tudiz ukazuje elektronovou hustotu v hypotetic-
kém krystalu, v némz jsou vSechny atomy v klidu. Presny
popis modelovych map deformacni elektronové hustoty lze
nalézt v literatuie®'",

6.2. DalsSi mozZnosti

Prvni studia ndbojovych hustot byla provadéna na jedno-
duchych krystalech obsahujicich lehké atomy, protoZe u nich
jsou vazebné efekty nejsndze pozorovatelné. Studia se ome-
zovala na krystaly s centrosymetrickymi prostorovymi grupa-
mi kvili pfesnéjSimu urceni fazi{ strukturnich faktord. V sou-
Casné dobé se diky vyuziti plo$nych detektorti, modernich
technik chlazeni krystald a synchrotronového zéieni studuji
i krystaly obsahujici t€z8{ atomy z prvni fady prechodnych
kovii?? a slozit&jsi krystaly s necentrosymetrickymi prostoro-
vymi grupamiz‘. Diky rozvoji vypocetni techniky 1ze experi-
mentdlni vysledky porovndvat s kvantové chemickymi vypocty.

Modernf studie ndbojovych hustot v krystalech jsou zalo-
Zeny vét§inou na multip6lovém modelu a modelovych mapach
deformacnich elektronovych hustot?®. Jednim z divodd je
skutecnost, ze modelové mapy jsou narozdil od X-X map
vhodné pro topologickou analyzu. Topologicka analyza elek-
tronové hustoty je podloZena teorii AIM (Atoms In Molecules)
(cit.”) a pracuje jednak s celkovou elektronovou hustotou
v krystalu p a jednak s laplacidnem elektronové hustoty Vzp.
Nejvyznaméjs$imi topologickymi prvky jsou takzvané kritické
body, v nichz jsou nékteré derivace elektronové hustoty nulo-
vé. Zdakladnimi kritickymi body jsou maxima elektronové
hustoty na jadrech atomti, dal$imi jsou napiiklad sedlové body
kovalentnich vazeb. Pomoci kritickych bodi definuje topolo-
gickd analyza dal$i pojmy jako m-charakter vazby, elipticita
vazby apod., a umoziiuje tak jednoznac¢né kvantifikovat a po-
rovndvat rtizné typy meziatomovych interakci. Z vyse uvede-
ného plyne, Ze v topologické analyze hraji kli¢ovou roli deri-
vace elektronové hustoty. Z modelovych elektronovych hustot
se derivace pocitaji snadno, nebot tyto mapy neobsahuji tolik
experimentdlniho Sumu, ktery se v pripadé X-X elektronovych
hustot projevi jako zvinéni na mapdch a ndsledné jako falesné
kritické body v topologické analyze (srovnej obr. 2, 3).
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Ze znamého rozlozeni elektronové hustoty v krystalu je
mozno pocitat elektrostatické momenty, jako jsou monopdlo-
vé, dipdlové, kvadrupdlové i vyssi momenty. Monopdlové
momenty jsou skaldrni veli¢iny odpovidajici atomovym nébo-
jum. Prvni dipélovy moment byl z rentgenostrukturnich dat
uréen v roce 1970 Stewartem?. Vysledky dosazené v oblasti
experimentdlniho urcovani elektrostatickych momentt do ro-
ku 1992 byly shrnuty Spackmanem?.

Elektrostaticky potencidl, ktery je rovnéz mozno urcit na
zdkladé znalosti rozloZeni elektronové hustoty v krystalu, je
definovan jako energie potfebnd k pfenosu jednotkového klad-
ného ndboje z nekonecna do daného mista. Elektrostaticky
potencidl je dilezitd velicina, kterd hraje roli pii interakcich
molekul a molekuldrnim rozpozndvani.

Molekuly v krystalové struktufe spolu navzdjem interagu-
ji, takze je mozno studovat vliv mezimolekuldrnich interakc{
narozlozeni elektronové hustoty v krystalu. Velmi dilezitymi
mezimolekulovymi interakcemi jsou vodikové vazby, které
byly studovdny pomoci map ndbojovych hustot v fadé mole-
kul'.

Multipdlové parametry popisuji jak nesférickou elektro-
novou hustotu na atomu, jako je napiiklad nesférické rozmis-
téni elektrond v atomovych orbitalech, tak sférickou elek-
tronovou hustotu, kterd je lokalizovdna ve vazbach. V piipadé
komplexti pfechodnych kovti je elektronovd hustota ve vaz-
bach kov-ligand zanedbatelnd a vétsina elektronové hustoty
je soustfedéna v nevazebnych d-orbitalech. Pfi uplném zane-
dbani elektronové hustoty ve vazbach kov-ligand je mozno
odhadnout populace d-orbitalti centrdlniho atomu piimo na
zdkladé multipélovych popula¢nich parametri P,,,, ziskanych
z multipélového upresnovani~.

7. Shrnuti

Vétsina elektronové hustoty v krystalech je umisténa sfé-
ricky kolem jader atomt. Na tento fakt spoléhd standardn{
rentgenostrukturni analyza, kterda spoc¢iva ve vyhleddvani ma-
xim elektronové hustoty v krystalu a pfifazovani téchto maxim
atomidm. Typickym vysledkem standardni rentgenostrukturn{
analyzy monokrystalii je kompletni informace o polohdach
atomu v krystalu.

Z difrak¢nich dat je ovS§em mozno ziskat dalsi informace
tykajici se rozlozeni elektronové hustoty v krystalu. Naméfi-
me-li dostatecné kvalitni difrak¢ni data, miZeme s tispéchem
pouzit X-X upfesiiovani, kappa upiesiiovani nebo multipélové
upfestiovani. Metoda X-X upfestiovani poskytuje mapy defor-
macni elektronové hustoty, na nichz jsou vidét napriklad
kovalentni vazby a volné elektronové pdry. Metoda kappa
upresiiovani poskytuje informace o atomovych ndbojich.

V soucasné dobé se pro piesnd studia ndbojovych hustot
nejvice pouzivd metody multipélového uptesiiovani. Tato me-
toda pomoci multipélovych parametrii pln¢ popisuje elektro-
novou hustotu v krystalu a poskytuje mapy modelovych de-
formacnich elektronovych hustot, které jsou vhodné pro topo-
logickou analyzu. Pomoci multipélovych parametri 1ze téz
urcovat atomové naboje, dipolové a vyssi elektrostatické mo-
menty, vykreslovat mapy elektrostatickych potencidlt, urco-
vat populace d-orbitalti piechodnych kovl nebo studovat me-
zimolekulové interakce.

Studia ndbojovych hustot v krystalech jsou uz ve svété

Referdty

pomeérné béznd. Prvni studie se ve svété objevily v 60. a 70.
letech. Prehled stavu problematiky v roce 1977 lze najit v li-
teratuie”. V roce 1978 vysel zdkladni ¢lanek pojednavajici
o multiplovém upiesiiovani® a v roce 1979 vysel zakladni
¢lanek pojedndvajici o kappa upfesﬁovaim’]. V nésledujicich
letech se obor rychle rozvijel a praci zabyvajicich se detaily
rozloZeni elektronové hustoty v krystalech pfibyvalo diky
zdokonalovani pristrojové i vypocetni techniky. Koncem 90.
let obor vyzrdl, multip6lovy formalismus byl popsdn v mezi-
narodnich tabulkich pro krystalografii®’, objevily se prvni
anglicky psané u¢ebnice'**! a piehledny referdt shrnujici stav
tematiky na prelomu stoleti**,

V Ceské republice se praktickym studiem nabojovych
hustot v krystalech dlouho nikdo nezabyval. V roce 1981 vysla
skripta5 a ¢lanek® se struénym popisem problematiky, v roce
1985 vysel v Chemickych listech prehledny referdt shrnujict
stav problematiky ve svéte!, Ziejmé prvni studia atomovych
ndbojt pomoci kappa upfesiiovani a nabojovych hustot pomo-
ci multipélového uptesiiovani se objevila v dizerta¢ni praci
z roku 2001 (cit."®), kterd prokdzala, Ze studium detailt rozlo-
Zeni elektronové hustoty v krystalech, a¢ experimentalné vel-
mi ndro¢né, je mozné i v nasich podminkdch.
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Determination of Net Atomic Charges and Charge Density
Distributions by means of Single Crystal X-ray Diffraction

This article briefly reviews fundamentals of single crystal
X-ray diffraction and describes two extensions of standard
X-ray diffraction studies: kappa refinement and multipole
refinement. Standard single-crystal X-ray diffraction study is
based on conventional refinement, which yields positions and
thermal displacement parameters of the atoms in the crystal.
Kappa refinement gives additional information about net ato-
mic charges. Multipole refinementprovides information simi-
lar to kappa refinement and describes non-spherical charge
density distribution around atom nuclei, which enables to
visualise bonding features, such as covalent bonds and lone-
pair orbitals. At the end of the article, elements and further
possibilities of modern charge density studies are summarised.
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1. Uvod

V pribéhu let se plynovd chromatografie (GC) stala nejen
jednou z nejrozsifenéjsich metod analytické chemie, ale pro-
sadila se i jako metoda vhodnd ke sledovani dynamiky sorp-
¢nich, katalytickych ¢ difuznich procest' a jako dilezita
metoda stanoveni nékterych rovnovaznych fyzikalné-chemic-
kych vlastnost{ latek>>C, Uplatnéni plynové chromatografie ve
fyzikdlni chemii vychdzi ze zakladnich principti separacniho
procesu, zaloZeného na rovnovazné distribuci latky mezi mo-
bilni a staciondrni fdzi v systému chromatografovana lat-

*  Autor pro korespondenci

10

ka—mobilni faze—staciondrni faze. Tuto distribuci 1ze vyjadfit
distribu¢ni konstantou K,, definovanou vyrazem

(1)

kde ¢ oznacuje rovnovaznou koncentraci, n je litkové mnoz-
stvi v pfisluSném objemu fize V a indexy s a m odpovidaji
staciondrni, respektive mobilni fazi.

Distribu¢ni konstanta tzce souvisi s experimentdlné do-
stupnymi chromatografickymi veli¢inami, retenénim obje-
mem (Vy) i retenénim Casem (7). Za urcitych zjednodusuji-
cich piedpokladi (viz déle) lze této skuteCnosti vyuZzit ke
stanoveni vyparnych tepel (A, H, ) a tlakti nasycenych par
(p") cistych latek, dvou veligin, které jsou spolu vizany jed-
noduchym exaktnim vztahem, Clapeyronovou rovnici.

V soucasné dobé existuje celd fada pfimych (nechromato-
grafickych) experimentdlnich technik pro stanoveni A, H,,
ip’. v pfipadé vyparnych tepel je za nejpresnéjsi povaZzovana
metoda kalorimetrickd. Jeji nejefektivnéjsi vyuziti je vSak
omezeno na relativné uzky okruh tékavych ldtek, jejichz tlak
se pohybuje v rozmezi 10 kPa < p” < 100 kPa pii teplotach do
373 K. V piipadé stanoveni tlakd nasycenych par jsou pro
oblast po < 1 Pa povazovdny za nejpiesnéjsi metoda nosného
plynu (,,gas saturation method) a metoda zaloZend na efuzi
(,,effusion method“). Pro uvedenou oblast tlakli jsou tyto
metody doporucovény jak Organization for Economic Coope-
ration and Development (OECD), tak Environmental Protec-
tion Agency’ (EPA). Ob& metody viak vyZaduji mimoiddnou
peclivost pro ziskdni reprodukovatelnych vysledkt (mald kon-
taminace vzorkd niZe vroucimi necistotami nebo nekompletn{
odplynéni zplsobuji vyraznou chybu v méfeni) a obé jsou
experimentdlné a ¢asové narocné.

V porovnadni s klasickymi metodami méfent A, H,, a P’
mad plynova chromatografie obecné fadu prednosti. Mezi nej-
dilezitéjsi prednosti patif: ) je vhodnd pro latky, které nelze
pfipravit ve vétsim mnoZzstvi nebo o pozadované Cistote, véet-
né latek jedovatych a chemicky nestdlych, b) je rychld, c¢) jsou-
-li hodnoty reten¢nich Casti dostate¢né rozdilné, umoziuje
méfeni fady latek najednou, d) umoziuje méfeni v Sirokém
rozsahu pfesné volitelnych teplot a e) pfistrojové je na trhu
dobie zabezpecena velkym vybérem komercnich chromato-
grafil s vysokym stupném automatizace. Pouziti chromatogra-
fické metody md vsak i svd uskali. K nim patfi problémy
spojené se ziskdnim chemicky pfesné definovanych staciondr-
nich fdzi a zejména pak problémy souvisejici s korektnim
fyzikdlnim popisem interakce typu chromatografovana latka
(solut) — zakotvend faze (solvent), navic v systému, kde se
mohou uplatnit i dal$i typy rovnovaZnych interakci.

V posledni dob€ se podafilo fadu dil¢ich probléma vyfesit
a celkové se zdd, ze fyzikdlné-chemické aplikace plynové
chromatografie prozivaji svoji renesanci. Jednim z hlavnich
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divodu je pravdépodobné skutecnost, Ze litky, jejichz tlaky
nas cen;fch par pfi pokojové teploté se pohybuji v rozmezi
10"'-10" Pa, nabyvaji na stdle vétsim vyznamu jak v techno-
logiich, tak pfi sledovédni kvality Zivotniho prostfedi. Je to
exponovand oblast, kterd je v poslednich letech stfedem zdjmu
Siroké vetejnosti. Uvedme jako ptiklad typické zdroje znecis-
téni, které jsou spojeny s automobilovou dopravou a zemé-
délstvim. S rozvojem automobilového priimyslu nartstd vy-
znam alkend (pfedevsim iso-olefint) ve vyfukovych plynech
jakozto dusledek jejich zvyseného podilu pii vyrobé novych
typt oxidacnich aditiv. V zemédélstvi roste vyznam ldtek,
které se dostdvaji do ovzdusi pfi aplikaci pesticidd (neni bez
zajimavosti, Ze souc¢asné normy vyzaduji data o tlacich nasy-
cenych par jako soucdst Zddosti o registraci kazdého nového
pesticidniho pfl’pravkug) a podobné naristd i vyznam latek
pouzivanych k ochrané rostlin pfed hmyzimi $kiidci v rdmci
systému tzv. integrované ochrany (semiochemikalie). Tyto
piirodni latky (obvykle linedrni ¢i vétvené alkoholy, acetaty
nebo aldehydy, prfevdzné s jednou nebo dvéma dvojnymi
vazbami) sice nemaji negativni dopad na Zivotn{ prostfedi, ale
znalost jejich fyzikalné-chemickych charakteristik pii ,,poko-
jové” teploté (~25 °C) je nutnd pro optimalizaci poméru kom-
ponent ve viceslozkovych syntetickych ndvnadach i pro mo-
delovani jejich transportu.

Je ziejmé, Ze klasické metody méfeni A, H, a p° nelze
vzhledem k jejich experimentdln{ a casové ndroc¢nosti apliko-
vat na velké soubory linedrnich, vétvenych i cyklickych ole-
fint, insekticidd, rodenticidd, fungicidd ¢i semiochemikalii.
Chromatografické stanovenf téchto veli¢in je nepochybné ra-
ciondlnim feSenim problému, a je mu proto po zdsluze v po-
sledni dobé vénovdna zvysend pozornost.

Tato studie se v€nuje soucasnym moznostem stanoveni
A Hya p° Gistych latek z reten¢nich dat plynové chromato-
gra%e, hodnoceni jednotlivych metod a poskytuje zdkladni pre-
hled zejména novych literdrnich zdrojd. Svym zaméfenim stu-
die navazuje na starsi prace”'* publikované v tomto asopise.

2. Souhrn zakladnich pojmii
chromatografické separace

Pro podrobné odvozeni vztahd a odpovidajici teoretickou
diskusi odkazujeme na pivodni literaturu' . Cilem této Casti
je pouze strucné shrnuti zdkladnich definic a dtlezitych vztaht
mezi reten¢nimi a termodynamickymi veli¢inami, které maji
usnadnit orientaci ¢tendfe v textu dalSich kapitol. S ohledem
na rozsah tématu se omezime na situace, kde a) v chromato-
grafickém systému je dosazeno rovnovdhy, b) neuplatiuji se
minoritni adsorpéni mechanismy retence, c) jednd se o elu¢n{
chromatografii pfi efektivné nekone¢ném ziedéni solutu (plati
Henryho zakon) a d) chovani nosného plynu i par analyzované
latky 1ze popsat stavovou rovnici idedlniho plynu.

2.1. Reten¢ni charakteristiky

Retencni charakteristiky v plynové chromatografii mize-
me formdlné rozdélit do dvou kategorii — na kategorii veli¢in
absolutnich a kategorii veli¢in relativnich. Do prvé katego-
rie patii veli¢iny odvozené z (celkového) retencniho Casu 7,
a (celkového) reten¢niho objemu Vy. Vztah mezi nimi je ddn
vyrazem
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Ve=F.ty (2)

kde F, je objemovy priitok mobilni fize méfeny pfi teploté

kolony nebo na tuto teplotu korigovany. Pro retenéni cas

i retencni objem dale plati
R=Iy+ tl’{

(3)

Ve=Vu+ W (4)
kde veli¢iny f; a Vg oznaCujeme jako adjustovany retencni
Cas a adjustovany retencni objem, f; je tzv. mrtvy reten¢ni
¢as (reten¢ni Cas latky neinteragujici se staciondrni fazi) a V),
(V= F_tyy) je mrtvy retencni objem.

Vzhledem k expanzi plynt pfi prichodu kolonou je objem
nosného plynu potiebny k eluci inertni slozky V},, méfeny na
vystupu z kolony, vétsi neZ volny objem kolony V.. Proto byl
zaveden korek¢ni faktor j (Jamestv-Martinidv faktor) defino-
vany vztahem

I p) —1
j:z(pl po) (5)

3 (Pi/P0)3_1

kde p, a p, jsou tlaky na vstupu a vystupu chromatografické
kolony.

Pro tzv. korigovany retenéni objem V. a korigovany mrt-
vy objem VISl pak plati

VI? =jVr=JF.1x (6)

Vi =iV =iF.ty (7)

Provedeme-li korekci adjustovaného retencniho objemu
Vr» ziskdme tzv. Cisty (net) retencni objem V)

Va=iWVr = F_jtg = KVy (8)
ktery je pifmo zavisly na distribu¢ni konstanté a vztaZzenim V,
na 1 g staciondrni fize a na 0 °C ziskdme vztah pro specificky
retenéni objem ve tvaru

273,15V
0 i\
v, =——X

9)

Tc Wy

kde w, je hmotnost staciondrni faze v gramech a T je teplota
kolony v K.

Vzhledem k tomu, Ze specificky retencni objem Vg0 zahr-
nuje korekce na pritok nosného plynu, tlakovy spad v koloné,
teplotu a mnoZstvi staciondrni faze, a je tedy presné definova-
nou veli¢inou, md praveé Vg0 velky vyznam pfi urCovéni ter-
modynamickych dat z plynové chromatografickych meéteni.
Chyba v experimentdlnim stanoveni jednotlivych korek¢nich
faktorti v§ak pochopitelné zatéZuje chybou i hodnotu Vg0 jako
absolutni reten¢ni charakteristiky. Proto jsou v praxi mnohem
Castéji vyuzivany relativni retencni charakteristiky, které jsou
vztahovany bud na retenci jediné standardni latky, nebo na
retenci ¢lenti homologické fady standardnich ldtek (retencni
indexy). Relativni reten¢ni charakteristiky jsou (za stejnych
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chromatografickych podminek) pouze funkci distribu¢nich
konstant analyzované latky (analytu) a standardu.

2.2. Termodynamické charakteristiky

Pouziti malého mnozstvi vzork a silné zfedénych roztokd
v plynové chromatografii dovoluje s dobrou aproximaci apli-
kovat Henryho zakon, podle kterého je parcidlni tlak p, roz-
pusténé latky pifmo imérny moldrnimu zlomku x. Pak

p=ke=yp (10)
kde p° je tlak nasycenych par ¢isté latky pii teploté systému
atlaku 101,325 kPa a ¥~ je aktivitni koeficient pfi nekone¢ném
ziedéni (plati, Ze aktivitni koeficient zavisi na koncentraci; pro
ziedéné roztoky je roven konstanté a pro idedlni roztoky je
roven jedné).

Vyuzitim Daltonova zdkona pro vyjadieni celkového tlaku
p a stavové rovnice pro slozku v plynné fdzi dostdvame po
dosazeni do rovnice (/) upraveny vyraz pro distribu¢ni kon-
stantu

K, = p_n, _ RT ng

P, TPV,

(11)

a kombinaci rovnice (/1) s rovnicemi (8) a (9) ziskdvame po
standardnich dpravdch dileZity vyraz pro V,

ve =2k (12
Y rM

kde M oznacuje molarni hmotnost staciondrni faze.
Podle rovnice (/2) ovliviiuji retenci chromatografované

latky pouze dvé, tuto latku charakterizujici vlastnosti, ™ a .

Vyznamnym rysem rovnice (/2) je rovnéZ skutecnost, Ze

vSechny tfi veli¢iny (Vgo Y a p°) jsou zavislé pouze na teploté.
Zavislost tlaku nasycenych par na teploté vyplyva z Clau-

siovy-Clapeyronovy rovnice

AvapI-Im

RT?

dInp®
amp _ (13)
dr
Aktivitni koeficient solutu y* v roztoku staciondrni kapa-
liny souvisi s moldrni dodatkovou sméSovaci Gibbsovou ener-
gif AgG,, vztahem

ALG
Iny"=—E-m=
i RT

AgH
RT

m

A
_ BeSy =Inyy +Iny

R (14)

kde AgH  je molarni dodatkova sméSovaci entalpie, AgS,,
je moldrni dodatkovd sméSovaci entropie. VeliCiny y; a7y}
oznacuji termickou (entalpickou) a atermickou (entropickou)
slozku aktivitniho koeficientu a jsou definovany rovnicemi

Yo =explAgH, /RT] (15)

Yo =expl-AgS,./R] (16)
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Entalpickd slozka, kterd je obvykle dominujici, mtize byt
vyjadiena vztahem' :

1ny;°=R—VT 6-8) (17)

kde v je moldrni objem solutu a & a §, jsou tzv. rozpustnostni
parametry solutu a staciondrni faze. Jejich stanoveni podrobné
popisuje napf. Barton'%,

Entropicka slozka zdvisi podle Floryho-Hugginsovy teo-
rie' narozdilu moldrnich objemti solutu (v) a staciondrni faze (v ):

Iny==1-——In>

Vs Vs

(18)

Zavislost aktivitniho koeficientu na teploté je ddna vzta-
hem

dlny”
dr

AEI_Im
—_ZE’m 19
RT? (19)

Logaritmovdnim rovnice (/2) a dosazenim za In plaln A
z integrovanych rovnic (/3) a (/9) dostavame

A, H,

vap’'m

RT

~AgH

AH
2+ konst = =" 4 konst
RT

Inv, = (20)

kde AH je parcidlni moldrni vyparné teplo slozky z kapalné
staciondrni faze, které je az na znaménko rovné moldrnimu
rozpoustécimu teplu A/ . Plati tedy

Avap[-lm - AElim = Aslim = _Asole

V zdvéru této kapitoly pfipomeime, Ze pokud jde o limi-
tujici podminky a), c¢) a d) uvedené v ivodu, Ize je vétSinou
bez velkych obtiZi splnit ddvkovanim malych mnoZstvi studo-
vanych liatek a dodrzenim béznych chromatografickych pra-
videl. Pokud jde o adsorpcni efekty, mame dvé moznosti:
a) volime takové podminky, o kterych je ze zkusenosti zndamo,
Ze uplatnéni adsorpénich mechanismt eliminuji, ¢i alespon
silné minimalizuji (tzn. vylou¢ime analyzu poldrnich latek na
nepoldrnich fazich), nebo b) vyuzijeme rozsifeného tvaru rov-
nice (8) ve formé V= K,V + K| A}, kde K| pfedstavuje pomér
koncentrace litky adsorbované ke koncentraci ldtky v plynné
fdzi a A je povrch kapalné faze na gram ndplné. Rozsifend
rovnice umozZiiuje vyhodnotit obé distribu¢ni konstanty®'#!3
a zjistit podil adsorpce na retenci.

(21)

3. Prehled metod stanoveni vyparnych tepel
a tlaki nasycenych par

3.1. Metoda zaloZend
na semiteoretické rovnici

Na zdkladé podobnosti mezi separa¢nimi procesy v desti-
la¢ni a chromatografické kolon& odvodili Hoare a Purnell'®
vztah pro Vgo ve tvaru:
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273,15R
IV, =—alnp’ +1n ZBDR L 5 303¢ @-1) (22)
a
kde a=AH /A, H,, aC jekonstanta.
Uprava rovmce (22) pomoci vztahu
H
2,303alog p’ = —2_ T 4 4C
RT (23)
vede k vyrazu
al,,H, 273,15R
logVy = —L -C (24)

og
2303RT YoM

a

a(sohledemnadefiniceaay )krovnici(25), kterd je totoznd
s rovnici (20).

AH

s °m H

25
2,303RT (23)

long0 =

kde C’ oznacuje obecnou konstantu.

Za ptedpokladu konstantniho pritoku nosného plynu chro-
matografickou kolonou pro méfenou sérii litek je mozné
nahradit ve vySe uvedenych rovnicich specificky reten¢ni
objem lépe experimentdlné dostupnou veli¢inou, adjustova-
nym reten¢nim ¢asem 7 . Rovnice (25) pak pfechdzi na

AH
logty =——2— +C’ 26
R =5 303RT (20)
respektive
]Ogi: AS,I_Im - Asoll_lm C (27)
t;{ 2,303RT 2,303RT

Vyznam rovnice (27) znacné stoupl po empirickém zjis-
téni Chickose'”, 7e pro skupiny chemicky blizkych latek je
zavislost solvatacniho tepla na vyparném teple linearni. Z li-
nedrni zavislosti In(1/ty) = f(1/T) 1ze tedy nejprve stanovit
solvatacni tepla, a ta pak korelovat s odpovidajicimi vyparny-
mi teply standardnich latek, kterd byla stanovena jinou, napf.
kalorimetrickou metodou. Vyparné teplo studované litky pak
pro zméfenou hodnotu A | H, odecteme z grafu. Podminkou
vsak je, aby pro studovanou latku bylo A H, stanoveno
stejnym zpusobem a za stejnych podminek, Jako tomu bylo
u latek standardnich. Idedlni je, kdyZ rozdilné hodnoty retenc-
nich ¢ast umoziuji vytvofit smés standardnich latek s latkami
meéfenymi a provést chromatografickd méfeni najednou. Tento
postup byl v posledni dobé Siroce uplatnén fadou autor'’~ 2
pro stanoveni vyparnych tepel alkent, cykloalkent, linedrnich
i vétvenych uhlovodiki, polyetheri a polychlorovanych bife-
nyli. Metoda neaspirovala na stanoveni tlakli nasycenych par.
3.2. Metody zalozené
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na relativni retenci

Druhd skupina metod je zaloZena na relativnich vztazich
platnych pro studované a zvolené standardni latky. Z rovnice
(8) vyplyvd, Ze pro relativni eluc¢ni charakteristiky dvou la-
tek analyzovanych za stejnych chromatografickych podminek
jednoznacné plati

VN,I/VN,2=Vli,1/Vl;,2_V /VZ_KDI/K 2= R/ IRo
(28)

Velkou vyhodou relativnich retenc¢nich charakteristik je
nizkd pravdépodobnost, Ze jejich stanoveni bude zatiZeno
vyznamnou experimentdlni chybou. Méfeni relativni reten-
ce eliminuje vliv moznych rozdilii v rychlosti mobilni faze,
hmotnosti ¢i objemu staciondrni faze, délky kolony apod.
Z moznosti, které pro vyjadreni relativnich veli¢in nabizi rov-
nice (28), se v dals§im textu omezime na tivahy o adjustovanych
retencnich Casech.

3.2.1. Metoda vyuZivajici relativnich retencnich casii (RRT)

RozepiSeme-li rovnici (/2) v logaritmickém tvaru pro dvé
latky, latku méfenou (index 1), a latku standardn{ (index 2),
plati, s ohledem na rovnici (28), vztah

ln(t}’u /tl’{‘ljz in(p/ p3)+n(y T /75) (29)

ktery zavedl do chromatografie Herington?. Pro separaci ne-
poldrnich ldtek na nepoldrni staciondrni fazi 1ze v prvni apro-
ximaci pfedpokladat, Zze YT =75 , a pak

ln(tl’m /t;{,l) =In(p{ / pY) (30)

Vyuziti rovnice (30) pro stanoveni tlakd nasycenych par
a vyparnych tepel ddle rozpracoval Hamilton 3 Vychdzi
z predpokladu, Ze pro fazovou rovnovdhu plati Clausiova-
-Clapeyronova rovnice (/3) a pomér vyparnych tepel mérené
a standardni latky Ize v nepfili§ Sirokém teplotnim intervalu
povazovat za konstantni. Pro latky 1 a 2 chromatografované
pii stejné teploté pak miZeme psat

lnpio = (AvapHm I/AvapHm 2) lnpg +C (3])
kde C je integra¢ni konstanta.
Kombinace rovnic (30) a (37) vede k vyrazu
t A H
pRL_ |- 2wl 0 (32)
[;2’2 AVapl_lm,Z

ktery umoziuje vypocet tlaku nasycenych par latky 1 tak, ze
nejprve korelact In(zy N /tg,) proti zndmym tlak(im nasyce-
nych par standardu 2 pfi nékolika teplotdch, totoznych s teplo-
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tami chromatografickych méfeni, ziskime hodnoty smérnice
1- AvapHm 1/AvapHm ))a useku C. Tyto hodnoty dosadime do
rovnice (37) a zndme-li p2 aA,,,H, ,pfi pozadované teploté,
mizZeme vypocitat jak didaje o tlaku nasycenych par pii této
teploté, tak i hodnoty vyparnych tepel.

Tato metoda je v soucasné dobé pravdépodobné nejjed-
nodussi metodou pro stanoveni tlakli nasycenych par a vypar-
nych tepel. Vcelku uspésné byla aplikovdna na stanoven{
téchto veli¢in napf. pro série aromdtt a chlorovanych bife-
nyli?*, substituovanych bipyridin®, chlorovanych fenoli®,
alkgllbenzeno 27 nenasycenych alkoholt?®, aldehydi®® a acetd-

i dalSich latek31
3.2.2. Metoda vyuZivajici Kovdtsovych indexii (KI)

Nevyhodou metody, kterd vyuZzivd pouze jednu standardni
latku, je, Ze nelze najit jednotny standard, ktery by vyhovoval
vsem typim analyzovanych latek. K prekondni této nevyhody
byly Kovitsem>” navrzeny retencni indexy /, které lze alterna-
tivné k rovnici (29) definovat pomoci vztahu

—logry .

logty ,

logtﬁvx

IOgt;{,zH -

L= 100z + 100

log(v 7 p? /75 PX)

=100z + 100
10g(Y?PZO /'Y;rlpgﬂ)

(33)

kde veli¢iny indexované jako X, za (z + 1) se vztahuji k méfené
latce X azvolenym standardnim alkantim s poctem uhlikovych
atomti z a (z + 1). Alkany volime tak, aby tp  <tpyx <fp ;.
Retencni index, definovany rovnici (33), zavisi na vlastno-
stech pouzité staciondrni fize a v mensi mife i na teploté.
Vyjadienim pg z rovnice (33) dostdvame rovnici (34)

log p§ =log(ply7 /17%) +

, log(pv? /ogpti )
100

(100z ~1) (34)

kterd se pro piipad, Ze Yx =Y =7 .,,, redukuje na rovnici

log p? —log p?,

100z -
100 (1002

logp% =logp? + L) (35)

Ke stanoveni tlaki nas}ycenych par byla pouzita jak zjed-
nodusend rovnice (35) (cit. ) tak rovnice (34) v modifikované
verzi s aproximaci y 7 —y -+1 s vyjadfenim poméru aktivit-
nich koeficientl vy /v X Pomom McReynoldsovych konstant
modelovych slou¢enin’

Vztah pro vyparné teplo korespondujici s rovnici (35) md
tvar
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H

vap'im,z

A, H

vap”©  m,X =A,,H

vap” ' m,

A H. .
vap’fm,z+i

100z — 1)
100 (100e =1y

2303RT* (logp! — logp!,, )(dix /dT)
100

(36)

ktery pro praktické pouziti vyZaduje znalost ddaji o teplotn{
zavislosti reten¢niho indexu. V literatufe jsou pro popis této
zdvislosti pouzivdny jak linedrni, tak hyperbolické i kvadra-
tické funkce typu36

Al
T+A,

Iy=A,+ (37)

Iy = By+ B,T +B,T" (38)

3.3. Metody empirické

Kromé vySe uvedenych metod, které vychdzeji z teorie
chromatografického déje a 1ze je do urcité miry povazovat za
semiteoretické, existuje fada Cisté empirickych vztahd, které
jsou uiiteéné Zejména pro predikci sledovan}?ch velic¢in v ho-

patii vztah mezi tlakem nasycenych par a retencnim inde-
37.38
xem™ "

Inp% =a+ bl
(39)

kde a, b jsou parametry rovnice.

Zajimavou empirickou metodu pro stanoveni tlaki nasy-
cenych par navrhl Donovan® (metoda D). Metoda je zaloZena
na méfeni chromatografickych retencnich Casti v teplotné
programovaném rezimu a vyuZiva skute¢nosti, ze pro chemic-
ky piibuzné litky lze sestavit graf zavislosti In p° na fRx>
v némZ spojnici bodi je ptfimka. Pomoci dvou standardi 1, 2
(standardt 1ze pouzit i vice), jejichz tlak nasycenych par pii
pozadované teploté je zndm, se sestroji piimka. Z grafické
zdvislosti odecteme pro pifslusné ¢ « hodnotu In pX nebo po-
uzijeme vypocetniho postupu. Z elementdrni geometrie pfim-
ky v uvedenych soufadnicich vyplyva vztah

lnpg’(—lnp? :lnpg—lnp? (40)
Irx ~ IR IRo IR
a odtud tpravou
Inp) —Inp)
Inpd = (;;{,X - z;z,l)—"fb Pt inpf (41)
Ira 7 IR

Volba standardii pozaduje, aby pg > p?( > p?. Metoda je
odvozena predevsim pro vypocet hodnot tlakli nasycenych par
pfi zvolené teploté.
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4. Extrapolace dat

4.1. Podchlazené kapaliny

V piipadé tuhych latek, chromatografovanych pfi teplo-
tach vyssich nez jejich teplota tdni, je tfeba mit na paméti, Ze
tlak nasycenychpar (atimiA , H, ) stanoveny nékterou z vySe
uvedenych metod extrap01a01 na 298,15 K (p;) odpovida hy-
potetickému stavu podchlazené kapaliny (subcooled liquid).
K pfepoctu na tlak nasycenych par v tuhém stavu ( p?() slouz{
vztah

0

PS — expl-tgy Sy (T /T = 1/R] (42)
PL
kde A S,, je entropie tani, Ty, je teplota tani a T je zadand

teplota. Pro stredne Velke r1g1dn1 molekuly je pro Agys Slm ro-
zumnou aproximaci® prumerna hodnota 56,5 J.K~".mol ™. Pro
nékteré skupiny ldtek vSak mitize A S,, nabyvat vyrazné od-
lisnych hodnot.

4.2. Standardni teploty

Pozadavek teplotni extrapolace hodnot A, H, a P’ vyply-
va ze skutecnosti, Ze chromatografickd méreni probihaji vét-
Sinou pii teplotdch 320-480 K. Pokud chceme znit tyto hod-
noty pii 298,15 K (teplota odpovidajici obvyklé standardizaci
fyzikédlné-chemickych dat a soucasné primérna teplota odpo-
vidajici normdm sledovani kvality Zivotniho prostiedi), pak je
nutné provést extrapolace vétsiho ¢i mensiho rozsahu. U chro-
matografickych metod zalozenych na relativni retenci je ob-
vykle nutné extrapolovat i hodnoty pro standardni latky.

V pripadé vyparnych tepel jsou presné kalorimetrické
ddaje pro 298,15 K k dispozici pro fadu ldtek, kromé toho exi-
stuji pomérné kvalitni pfispévkové metody umoznujici kvali-
fikovany odhad a kone¢né je mozné piepocitat hodnotu vypar-
ného tepla z teploty dané na teplotu standardni pomoci zjed-
noduseného tvaru Planckovy rovnice*!

A, H, (Ty) =A H(T)+ITACdT

vap”’ ' m vap”' 'm

(43)

kde AC, oznacuje rozdil moldrnich tepelnych kapacit v plyn-
ném a ﬁapalnem stavu. Pfi praktickém pouZiti rovnice (43)
mizZeme ocCekdvat, Ze oba udaje o tepelnych kapacitdch jako
funkcich teploty budou pfistupné jen ojedinéle a zpravidla
budeme odkdzdni na vypocet primérnych hodnot pouzitim
nékteré ze strukturné prispévkovych metod.

V pifpadé tlakli nasycenych par je situace méné piizniva.
Obecné plati, ze vétSina rovnic doporucovanych ?ro popis
zdvislosti In p° = f(T) je étyf- a viceparametrova*>* (Wagne-
rova rovnice, Coxova rovnice, Ceby$eviiv polynom apod.)
a pro vyhodnoceni parametrd je zapotiebi relativné velkého
mnozstvi experimentdlnich udaji. Z vyse uvedenych chroma-
tografickych metod nabizi nejjednodussi feseni metoda zalo-
Zend na relativnich reten¢nich casech (RRT). Predpokldda
totiz, ze hodnota smérnice zakladni rovnice (37) se v nepfilis
Sirokém extrapola¢nim okoli neménf{ (zejména pro strukturné
podobné ldtky), a pak extrapolace hodnot jak pro tlaky, tak
i vyparnd tepla necini potize. Metoda ovsem vyzaduje znalost
hodnot tlaku i vyparného tepla standardni ldtky pro 298,15 K.
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5. Odhad chyb chromatografickeho stanoveni
Avap Hi ap pri 298,15 K

Vzhledem k tomu, Ze vySe popsané chromatografické
metody jsou obecné metody nepiimé, vyhodnoceni jejich
chyby je spojeno s ur¢itymi obtizemi. Celkovou chybu 3,
jakékoliv fyzikdlni veli¢iny Q miZeme v takovém piipadé
teoreticky definovat* vyrazem

Oy = V + 28

kde d,, je chyba metody (odrdZejici zahrnuté aproximace) a §,
predstavuje doplitkovou (propagated) chybu, kterd odrazi ne-
presnosti v sekunddrnich datech vstupujicich do modelu (vy-
bér standardu a presnost udajd, které jsou pro tento standard
k dispozici, pfesnost pfipadné pouZitych teplotnich extrapola-
ci, fazovych korekei apod). Ponévadz 8, je z literdrnich tdaji
obvykle nemozZné vyhodnotit, omezime se v dals{ diskusi na
chybu relativni 8. Je definovédna vztahem

(44)

8[%7]=100(QGC - Qrcf)/Qrcf (45)

a predstavuje rozdil mezi hodnotami Q stanovenymi chroma-
tograficky (Qgo) a hodnotami ziskanymi z nezévislych (ne-
chromatografickych) méfeni (Q,.). Ani v tomto pfipadé se
v§ak nevyhneme jistym obtiZim. Zatimco pfesné kalorimetric-
ké hodnoty vyparnych tepel (Q = A, H, ) pfi 298,15 K jsou
pristupné pro fadu ldatek a kromé toho (s ohledem na aditivni
charakter této veliciny) existuji i kvalitni pfispévkové metody
pro jejich odhad, jsou piesné hodnoty tlakd nasycenych par
Q= po) pfi této teploté zndmé kromé alkant jen pro velmi
omezeny okruh latek Situaci komplikuje i skuteCnost, Ze
vysledky méteni p nechromatografickymi metodami vyka-
zuji pomérné znacny rozptyl (viz ddle) mezi jednotlivymi
(i renomovanymi) laboratofemi. Z uvedenych ddvodt budou
odhady chyb stanoveni A, H, a p° pii 25 °C diskutovany
oddélené; navic je tfeba zdurazmt Ze tyto odhady jsou ,kva-
litativni* v tom smyslu, Ze jsou ovliviiovdny kvalitou vstup-
nich dat pro zvolené standardy, kterd mtze byt znacné odlisnd
pro jednotlivé zkoumané série latek.
5.1. Chyba chromatografického
stanoveni A H
Peacock a Fuchs™® testovali pfesnost metody odvozené ze
semiteoretické rovnice s vyuzitim adjustovaného retenc¢niho
¢asu v kombinaci s kalorimetrickym stanovenim AgH, . Pro
skupinu 13 vétvenych derivdtd uhlovodikt nalezli, Ze rozdil
mezi chromatografickymi a literarnimi udaji o vyparném teple
¢ini kolem 0,5 %, pro dvanact methylesterti a pro dalsich
sedmndct esterd se rozdil pohyboval v rozmezi 1-2 %. Chic-
kos* testoval chybu metody s adjustovanym retenénim Gasem
a srovndvacim grafem mezi A H, a A, H,. Testovand sku-
pina zahrnovala 102 uhlovodikd a jejich derivatt, obsahuji-
cich jednu funk¢ni skupinu. Pro uhlovodiky neptesdhla chyba
0,5 % a pro vétSinu derivati 1 %. Pouze pro 19 litek z uve-
deného souboru byla nalezena chyba vétsi nez 3 % a pro 5
latek presdhla chyba 5 %. Podobné pouziti metody RRT ved-
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Tabulka I
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Tlustrativni hodnoty tlakti nasycenych par vybranych chemikalii pii 298,15 K stanovené pfimym méfenim

Sloucenina pO [Pa]
hodnota (metoda®) doporucend ¢i primérna
hodnota z E a GS+SD”
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.,p’-DDT 4,52.107 (E, T); 5,56.107 (GS); 5,80.107 (GS); 1,17.107 (GS) 2,38.107+4,56.10™ (6)

di-n-Butylftalat

3,17.107 (E); 3,45.107 (E, Kn,i); 4,03.107 (GS); 9,7.107 (GS)

7,57.10°£10,15.107 (8)

*E = efuze, v uspofdddni Kn = Knudsenova cela, Kn,i = Knudsenova cela (,,internal balance*), T = torzni, GS = metoda nosného
plynu (,.gas saturation®), ® SD = smérodatnd odchylka, v zdvorce celkovy pocet stanoveni

Tabulka II

Primeérnd absolutni chyba chromatografického stanovent tla-
kt nasycenych par 8 podle funkénich skupin v homologic-
kych sériich H-(CH,),-Y

Série Pocet Sy [%]
litek PR KI® KI2* KI3* D

Y=Cl 9 65 109 140 52 196
Y=Br 8 120 85 72 125 153
Y=CHO 6 51 190 139 120 562
Y=COOCH, 8 81 112 190 99 206
Y=0COCH, 9 129 119 312 131 208
Celkem 40 92 11,9 175 104 247

* Metoda relativnich reten¢nich asii (Y7 =y5); ° meto-
da zaloZzend na méfeni Kovitsovych retencnich indexd
(YX =Y7 =Y1+1); “ metoda zaloZend na méfeni Kovitsovych
retenénich indexi (Y7 =Y, ;Y x, aproximovano z McRey-
noldsovych konstant modelovych sloucenin), linedrni zavis-
lost I = f(T); ¢ stejné jako predchozi, ale kvadratickd zavislost
I = f(T); ° empirickd metoda Donovanova, alkany jako standard

lo k chybé < 1,1 % pro sérii acetati>® a velmi dobré vysledky
(0< 0,53 %) poskytla metoda zaloZend na méfeni Kové-
tsovych indexd (rovnice (36)) pro sérii methylesterd mastnych
kyselin®>. Zajimava studie, dokumentujici dileZitost znalosti
presnych hodnot A, H, pfi 298,15 K pro standard byla publi-
kovana nedavno®!. Pro sérii 16 polychlorovanych bifenyli
byly porovndny hodnoty vyparnych tepel stanovenych Chic-
kosovou modifikaci semiteoretické metody se star§Simi daty
ziskanymi metodou RRT, ov§em s vyuzitim novéjsich ddaji
pro A, H,, standardi. Primérnd odchylka mezi obéma meto-
dami se vyrazné zlep$ila z ptivodnich 8,6 % na 3,4 %, coz lze
povazovat za velmi dobrou shodu.

5.2. Chyba chromatografického
stanoveni p

Jak jiz bylo uvedeno v tvodu, za nejpiesnéjsi metody
pifimého (nechromatografického) méfeni tlakli nasycenych
par jsou pro oblast p° < 1 Pa povaZovidny metoda nosného
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plynu (GS) a metoda zalozend na efuzi (E). Pro vyhodnoceni
relativni chyby chromatografickych metod jsme tedy odkdza-
ni jak v pripadé p?ef (206), tak v piipad¢ standardt pro relativni
retenci (rovnice (31), (32), (34), (35) a (41)) na hodnoty
poskytované t€émito metodami. Pro ilustraci pfesnosti GS a E
metody uvddime v tabulce I literdrni ddaje (pfevzaté z neddv-
nych kompilacf7’47) pro tfi bézné chemikadlie, tj. bifenyl, p,p‘-
-DDT a di-n-butylftaldt, které jsou pomérné ¢asto vyuzivany
jako standardy pfi chromatografickém stanoveni tlakd nasy-
cenych par kontaminantd ovzdusi.

Znacny rozptyl hodnot naméfenych pro jednotlivé slouce-
niny doporuc¢ovanymi metodami vede k zdvéru, Ze a) u v§ech
metod zaloZenych na relativn{ retenci je nutno vénovat znac-
nou pozornost vybéru optimdlniho standardu, b) volba stan-
dardu chemicky co nejpodobnéjsiho méfené litce nemusi
nutné znamenat vyhodu, %okud pro tento standard neni zndm
ptesny prubéh funkce In p~ = f(7), v¢éetné hodnot pro 298,15 K
a c) pro latky nepoldrniho a stifedné poldrniho charakteru jsou
optimdlnim standardem n-alkany, pro které jsou piesné hod-
noty p- zndmy v Sirokém teplotnim intervalu.

Z predchoziho je zfejmé, ze stanoveni chyby chromatogra-
fického stanoveni p° pro Siroké spektrum organickych slouce-
nin je velmi obtizné. Hlavnim diivodem je skutecnost, Ze data
dostupnd v literatufe pro rtizné typy sloucenin jsou nekompa-
tibilni, pokud jde o pouzité chromatografické podminky, po-
laritu staciondrnich fazi, vybér standardii apod. V literatufe se
uvadi s jistou opatrnosti’, Ze chromatografickd metoda obecné
umoziuje stanovit idaje o tlaku nasycenych par pii 298,15 K
s chybou asi 9 % pro organické chloridy a (poly)aromatické
uhlovodiky, mezi 1,9 a 21 % pro pesticidy a mezi 7 a 36 % pro
polychlorované bifenyly. Detailnimu rozboru a porovnani
chyb jednotlivych chromatografickych metod se vénovala
zatim jedind prace*®. Vychazi z vysledki ziskanych pro jed-
notny experimentdlni materidl péti homologickych sérif typu
H-(CH,),-Y, kde Y = Cl, Br, CH = O, COOCH,, OCOCH,
an € (6, 16) zastejnych chromatografickych podminek a s vy-
uzitim n-alkant jako standardd. Tlaky nasycenych par téchto
latek pri 298,15 K se 1is{ v rozmezi péti fadl a vysledky studie
vyjadfené ve formé primérné chyby 3, [%] = (1/N)ZI3l, kde
N je pocet experimentdlnich dat, jsou shrnuty v tabulce II.
Hodnoty 84 naznacuji, Ze tii ze sledovanych modeld (RRT,
KI1 a KI3) reprodukuji tlaky nasycenych par naméfenych
piimou metodou u vsech Ctyficeti latek s primérnou chybou
8¢ < 12 %, mezi jednotlivymi sériemi jsou vSak patrné urcité
rozdily.
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6. Experimentailni zarizeni

Plynovy chromatograf

V principu je pro stanoveni fyzikalné-chemickych veli¢in
mozno pouzit komeréné dostupné pristroje jakékoliv firmy.
S ohledem na nutnost splnéni pozadavku konstantnich chro-
matografickych podminek pfi méfeni elu¢nich charakteristik
série sledovanych latek je velkou vyhodou, jsou-li pfistroje
vybaveny elektronickou kontrolou teploty a prtitoku plynd,
piipadné automatickym ddvkovacem, ktery zarucuje ndstiik
konstantniho objemu vzorku.

Staciondrni fdze

Jak je zfejmé z teorie plynové chromatografie (kapitola 2.),
zavisi retence latek obecné na jejich tékavosti, kterd je ovliv-
novana velikosti molekul a interakcemi se staciondrni fazi,
vyjadfenymi aktivitnim koeficientem nebo veli¢inami s nim
souvisejicimi. Pro stanoveni tlakli nasycenych par a vypar-
nych tepel z retencnich ddaji zdsadné volime nepoldrni sta-
ciondrni fazi, abychom co nejvice omezili ticast specifickych
(polarnich) interakei na retenénim procesu. Jako priklad vhod-
nych, komeréné dostupnych kapilarnich kolon s nepoldrn{
zakotvenou fdzi (vétSinou na bdzi dimethylpolysiloxanu) od
riznych firem s prakticky srovnatelnymi vlastnostmi mizeme
uvést SPB-1 (Supelco), AT-1 (Alltech), HP-1 (Hewlett-Pac-
kard), DB-1 (J&W), 007-1 (Quadrex) a dalsi.

Délka chromatografické kolony

Ackoliv délka kolony neni obecné nijak omezena, z prak-
tického hlediska (ale i z hlediska pfesnosti stanoveni retencni-
ho Casu ¢i objemu), je tcelné volit takovou délku, kterd pro
vSechny testované ldtky zarucuje dc¢innou separaci pii rozum-
nych (rozuméj ani pfili§ dlouhych ani pfilis kratkych) retenc-
nich ¢asech. Podle charakteru analyzovanych ldtek se délka
kolony obvykle pohybuje v rozmezi 1-10 m.

7. Zavér

Predbézné kompilacni studie odhaduji velikost souboru
dat o tlacich nasycenych par a vyparnych teplech stanovenych
chromatografickou metodou piiblizné na 600 ddajti, odpovi-
dajicich teploté 298,15 K. Dominuji predevsim skupiny halo-
genderivatd, alkani C6-C30, nasycenych a nenasycenych
alkoholid C9-C18, v mensim zastoupeni pak nalézdme tdaje
o alkylcyklohexanech C7-C13, ketonech C5-C9, esterech
C5—C18 a dalsich. Tato databdze nebyla doposud kompletné
a detailné zpracovana, nebot vysledky pro jednotlivé tridy
sloucenin nebyly ziskdny jednotnym standardnim zptsobem,
a proto neumoziuji posoudit celkoveé chybu chromatografic-
kého stanoveni (kapitola 5.). Usuzujeme-li z dil¢ich vysledkd,
ziskanych pro nékteré vybrané tfidy sloucenin (zejména pro
homologické série), pohybuje se hodnota relativni chyby chro-
matograficky stanovenych vyparnych tepel v rozmezi do 1-2 %
a u tlakl nasycenych par v rozmezi 10-15 %, ov§em pouze
pro nepoldrni ¢i slabé poldrn{ latky a za predpokladu vhodné
volenych standardti i metodického postupu. Je na misté pozna-
menat, Ze chyba stanoveni tlakd nasycenych par chromatogra-
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uvadénd pro oblast nizkych tlaki u klasickych metod, porov-
name-li vysledky rdznych laboratofi.

Seznam pouzitych symbolt

AC, rozdil moldrnich tepelnych kapacit, J.mol . K™

Ay, H,, moldrni vyparnd entalpie, J .mol™!

A H,,  molarni vyparnd entalpie slozky z kapalné staciondr-
ni fdze, J.mol™

A, H, moldrni rozpoustéci entalpie, J.mol ™

AgH  moldrni dodatkovd sméSovaci entalpie, J .mol™

I Kovitstv reten¢n{ index

M molarni hmotnost, g.mol™!

P° tlak nasycenych par, Pa

R plynové konstanta, J.mol LK™

AgS,, moldrni entropie tdni, J .mol LK

T absolutni teplota, K

Ty absolutni teplota tani, K

Ir retencni ¢as, min

'~ mrtvy ¢as, min

Y adjustovany retencni ¢as, min

Vi retenéni objem, cm’

b4 pocet uhlikovych atomt alkanu

Y aktivitni koeficient

e aktivitni koeficient pfi nekone¢ném zfedéni
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V. Svoboda® and B. Koutek” (“Department of PhEvsical
Chemistry, Institute of Chemical Technology, Prague, “Insti-
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 (»") and heat of
vaporization (A, H,) 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 (p° < 1 kPa), some of these measure-
ments are of doubtful accuracy. Gas chromatography (GC) is
an alternative method for measuring p~ and AvapHm 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 A, /H, and p° data for non-polar and slightly po-
lar compounds with relative errors of about +1-2 % (A, H, )
and +10-15 % (p°) 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. Uvod

Pfi fizené interakci bunék se substrdtem jsou aplikovany
dvé zdkladni strategie. Prvni se snazi o vytvoreni dokonale
inertnich materidld, jeZ by nedovolovaly adhezi ani riist bunék
na jejich povrchu. Tento typ materiald je zadouci napft. pii
konstrukci kontaktnich ¢ocek nebo nékterych zafizent, kterd
jsou v kontaktu s krvi 13 Druhym piistupem je tvorba sub-
strdtd, jeZ by naopak podporovaly adhezi (uchyceni), prolife-
raci (rtst) a diferenciaci (vyzravani) bunék. Pouze diferenco-
vané buriky jsou schopny spravné plnit vSechny své zZivotn{
funkce. V transplanta¢ni mediciné je nutné spravné fungovan{
transplantdtu a jeho integrace s okolnimi tkdnémi (v pfipadé
Kosti, parenchymatickych organi a obvykle také cév)*~. Tento
typ umélych transplantdtd midze byt pred samotnou transplan-
taci kolonizovian pacientovymi buiikkami (in vitro), a tim mtze
byt sniZeno riziko odmitavé reakce imunitniho systému.

Dile jsou uvedeny dva piiklady vyuziti polymernich sub-
stratd v mediciné (cévni ndhrady, nosice pro kultivaci kozniho
krytu). Bylo prokdzdno, Ze sniZeni trombogenicity a podpofen{
spravného fungovani cévnich ndhrad mize byt dosazeno po-
krytim povrchu umélé cévy vrstvou autolognich bunék pred
implantaci do organismué. Tato metoda odpovidd zdkladni
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myslence tkanového inZenyrstvi vytvdret funkéni ndhrady
tkani kombinovanim biologicky aktivnich bunék a vhodnych
materidld. Jde o pomérné mladou techniku, prvni pokusy byly
zahdjeny v 80. letech a prvni klinickd data byla publikovdna
v roce 1992 (cit.”). Vysledky dosaZené pii snizovani trombo-
genicity naznacuii, ze jde o perspektivni metodu®®,

Dalsim dulezitym uplatnénim polymert je jejich vyuziti
jako rastovych substratt pro kultivaci bunék. Diky interdisci-
plindrnimu pfistupu v oetfovani rozsdhlych popdlenin mohou
dnes preZivat pacienti popdleni na vice nez 80 % celkového
povrchu téla. Nedostatek vhodnych odbérovych mist pro per-
manentni kryt{ je feSen kultivaci epidermadlnich bunék — kerati-
nocytl —in vitro. V posledni dobé se pristupuje ke kultivaci bu-
nék na umélych nosicich, které mohou byt spolu s nimi pre-
neseny naranu pacientag’lo. Timto zpisobem je mozno pfede{' it
poskozeni bunék a nosice zdroveii slouzi jako docasny kryt' .

2. Vyuziti iontové implantace
pri pripravé biomateriald

Uchycent, rist i vyzravani bunék na umélych substratech
jsou ovlivilovany povrchovymi vlastnostmi materidlu. lonto-
vd implantace je perspektivni metodou pro povrchovou tipravu
polymeri vyuzivanych v medicing, jelikoZ umoziuje kontro-
lované fidit biokompatibilitu materidlu, a tifm ovliviiovat cho-
véni riznych typi bunék'>!". Ukazuje se, Ze iontov4 implan-
tace miZe zvySsit adhezi a ndsledny rtist bunék na polymernich
substratech'*'>'®, Dalii vyzkum sméfuje k tomu, aby ionto-
vou implantaci bylo dosazeno specifickych vlastnosti (selek-
tivni adheze urcitého typu bunék, adheze bunék ve vymeze-
nychtsecich materidlu'®, antibakteridlni povrchy'® a podobné).

Vysoce energetické ionty, které jsou separovdny v mag-
netickém a urychleny v elektrickém poli, jsou pfi implantaci
rozptylovany na cilovych atomech. Disipujici energie zptiso-
buje zmény ve struktufe polymeru. Metoda implantace iontd
do substrédtu byla vyvinuta pro dotaci pfimési do materidlt pro
elektroniku, kde je vyzadovdna plosnd homogenita vyssi nez
99,5 %. Expozice polymerl vysoce energetickym iontim
zpisobuje degradaci polymernich fetézci. Stépeni vazeb vede
k tvorbé volnych radikdld a ndslednym chemickym reakcim.
Jiz pii relativn& nizkych ddvkdch dochdzi k sitovani fetézca®,
vzniku dvojnych vazeb?', oxidaci®* a uvoliiovani plynnych
produktd®. V zdvislosti na ddvce ozéfeni jsou pozorovany
rizné stupné karbonizace*?, popf. grafitizace polymeru26.
Ozdfeny polymer obsahuje struktur;l analogické produktim
vysokoteplotni degradace polymeru?’. Zatimco pii pyrolyze je
za vysokych teplot degradovdn cely objem vzorku, iontovd
implantace miZe byt provddéna pii pokojové teploté a mo-
difikovdna je pouze povrchovd vrstva materidlu o tloustce
1-1000 nm.

Pro biologické tucely jsou nejcastéji implantovany ionty
inertnich plynii (Ne*, Ar* (cit.”*?®), Kr* (cit.'*), Xe* (cit.?)),
u kterych se predpoklddd, ze jejich pfitomnost ve vrstvé ne-
bude buriky nijak ovliviiovat. Ddle jsou implantovany ionty
biogennich prvki (OF, N* (cit.'")), nebo v né&kterych pii-
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padech dokonce ionty zndmé svym plsobenim proti ristu
bunék, napt. Ag™ pro vytvéieni ,,antiadheznich* povrchﬁ'g.
Kromé charakteru iontu, jeho hmotnosti a davky, je implan-
tace polymeru ovlivnéna i energii dopadajicich ionti. Casto
byvaji k pfipravé materidli pro biologické aplikace vyuzivany
nizké implantacni ener%ie (10=50 keV) (cit.!192%3% § kdyz
napf. Satriano a spol.3 pouzivd energii az 1 MeV. PouZiti
nizkych energii vychdzi z predpokladu, ze buiky pro své
zdkladni pochody vyuzivaji jen nejvrchnéjsi vrstvy materidlu,
a tedy neni nutno modifikovat velké tloustky?'. Tsuji a spol."”
uvadéji, ze rast bunék na iontové implantovaném substratu
(Ag ionty) byl ovlivnén pouzitou energii iontd. Rozpéti im-
planta¢nich ddvek iontid testovanych v biologickych experi-
mentech je velmi siroké, pfiblizné od 10'*do 10" iontti na cm®.

3. Vliv substratu na chovani bunék

Piestoze nékteré savei buiky jsou schopny rist v suspen-
dovanych kulturdch, naprostd vétSina z nich je zdvisld na
dobrém ukotveni. Tyto buiikky se musi nejprve uchytit na
povrchu vhodného substratu, aby mohly zacit plnit své fyzio-
logické funkce. Spravné fungovani bunék kultivovanych na
umélych podkladech vyznamné zdvisi na fyzikdlné-chemic-
kych vlastnostech povrchu studovanych materidld. Neupra-
vované polymery jsou obvykle piili§ hydrofobni nebo nega-
tivné nabité, a proto nemohou byt dostatecné kolonizovany
buiikami. Jak bylo ukdzano'*'** iontova implantace umoz-
fluje upravit povrchové vlastnosti materidlu vcetné jeho bio-
kompatibility. Nékteré studie pfisuzuji lepsi bunécénou adhezi
po iontové implantaci zvySené polarité povrchu a ptfitomnosti
oxidovanych struktur®*** Dal3i autofi uvadéji jako mozné
vysvétleni vyssi biokompatibility zvySeni obsahu uhliku v mo-
difikované vrstvé'®32 K vlastnostem Casto davanym do sou-
vislosti s biokompatibilitou materidlu pati{ také povrchova
morfologie, adhezni a elektrické vlastnosti substritu a pfitom-
nost nékterych funkénich skupin.

3.1. Adhezni vlastnosti

Po ozafovani Ar" ionty pozoroval Koh a spol.®> zlepseni
adheznich vlastnosti studovaného polymerniho substratu. Tento
jev je pficitdn zdrsnéni povrchu, vyraznému obzvlasté po
expozici vysokymi ddvkami iontd. Vysokd drsnost vede ke
zvétseni povrchu a mechanickému pfimknuti na rozhrani.
Podobné vysledky uvadi i Kim a spol.36

Dobrd adheze buriky k riistovému substratu je zakladnim
predpokladem jejiho normalniho vyvoje. Kromé pfimého ,,na-
vazéani* bun€k k ristovému substratu (predpoklddd se vliv
elektrostatickych sil)'**” je adheze zprostfedkovana také mo-
lekulami extracelularni matrice (vitronektin, fibronektin, ko-
lagen, laminin, fibrinogen atd.) preadsorbovanymi k podloz-
nimu materidlu®**’. Pevnost adheze bunék je zkoumdna me-
chanicky (Eﬁsobem’m smykovych sil) ¢i enzymaticky (napf.
trypsinem)’ 4142

3.2. Dopanty
Diky zméndm volného objemu a chemické aktivité ozaro-

vaného polymeru je u modifikované vrstvy ovlivnéna penetra-
ce a zabudovani riznych ldtek, jez mohou ddle ovliviiovat
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vlastnosti polymeru. Difuzi vhodnych dopantti Ize zvySit elek-
trickou vodivost* & biokompatibilitu 646 Svorcik a spol.45
pozorovali na polyethylenu (PE), Ze pri niz§ich ddvkach preva-
Zuje tvorba oxidovanych struktur a nartst volného objemu, tak-
Ze penetrace do modifikované vrstvy je usnadnéna. U vyssich
ddvek se vlivem sifovani fetézcl utvaii dvoj- a trojrozmérné
struktury se sniZzenym podilem volného objemu, coZ sniZuje pe-
netraci iontd a latek do degradované vrstvy. Bylo napf. zjis-
t€no, ze implantované ionty F" nejsou zabudovény do polyme-
ru a unikaji z modifikované vrstvy podobné jako ostatni plyn-
né produkty*’*%. J6d penetroval do modifikované vrstvy a byl
zde zabudovan. Minimdlné ¢dst atomi byla navdzdna na ma-
kromolekuly prostfednictvim volnych radikald, dalsi st se
vdzala na implantaci vytvoiené dvojné Vazbyzz. Také Davenas
a spol.49 pozorovali, Ze nizkymi ddvkami implantovany poly-
mer byl diky vzniku ,,lehce porézni struktury* obohacen ato-
my jodu v modifikované vrstvé. V piipadé vysokych davek pak
jod v disledku sitovdni do polymerniho filmu nepenetroval.

Zajimavym parametrem z hlediska povrchovych vlastnos-
tf je koncentra¢ni profil implantovanych iontd, chemickych
skupin vznikajicich pfi ozafovdni a dopantd. Pfi stejnych
implantac¢nich energiich maji leh¢i ionty vétsi hodnotu stred-
niho doletu. To znamend, Ze t&éz§i ionty se zabrzdi blize
k povrchu substrdtu. Kusakabe a spol‘50 uvadéji, Ze implanto-
vané ionty se ziidka vyskytuji na povrchu vzorkd. Budeme-li
poklddat za rozhodujici hloubku pro rdst bunék hloubku 0, je
dopovaci efekt implantovanych iontl maly. Vysledky zjisténé
pfi dopovani polymeru uhlikem ovSem podporuji ideu, Ze pro
adhezi bunék nenf dalezita lpouze nulova hloubka, ale i urcita
tloustka povrchové vrstvy”'.

3.3. Morfologie povrchu

Vlivem iontové implantace dochdzi ke zméndm povrcho-
vé morfologie polymeru. Napf. piisobenim kyslikového plaz-
matu na polytetrafluorethylen (PTFE) byl substrat vyrazné
zdrsnén, kdeZto po pouZiti argonového plazmatu byla drsnost
vyrazné niz&>®. P pouziti odpovidajicich iontovych svazki
(Ar*, O") byla vytvofena v obou piipadech drsnd vldknitd
textura®®. Koh a spol.*® popisuji drsnost PTFE jako pfimo
imérnou dévee Ar* iontd. Svor¢ik a spol.”> uvadsji, Ze u poly-
imidu dochdzi do urcité davky ke snizovani volného objemu,
a tim ke snizeni drsnosti povrchu. S rostoucim poskozenim
v disledku zvySovani davek je povrch vice zdrsnén. Pfi nej-
vyssich davkach je pak povrch opét ,uhlazen’. Autofi>” tento
vysledek vysvétluji karbonizaci a grafitizaci modifikované
polymerni vrstvy, coZ je doprovdzeno zmenSovanim volného
objemu v disledku sifovani fetézcu.

Je zndmo, Ze morfologie povrchu hraje pfi interakcich
bunka—substrat vyznamnou roli. Na uhlikovych kompozitech,
jejichz povrch byl uméle zdrsnén, se burniky hladkého svalstva
(SMC) natacely ve sméru podélnych ryh™. Snizeni drsnosti se
piiznivé projevilo na zvyseni adheze bun&k>. Drsnost zvy3uje
hodnotu kontaktniho dhlu a materidl se stivd vice hydrofob-
nim. Lampin a spol.™ uvadi, ze adheze bunék embryi kufat
(CEC) rostla s drsnosti, zvySsil se jejich migracni potencidl, ale
pocet Zivotaschopnych bunék na drsnosti substratu nezavisel.
Inkubaci polymeru v médiu dochazi k adsor[S)ci proteind na
jeho povrch, a tim k maskovani vlivii drsnosti**. Zlepseni ad-
heze na drsn&jsich substratech popisuji napi. Bowers a spol.”

a Boyan a spol.”® Naopak bylo publikovano®*>"%i zhorseni
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adheznich vlastnosti v souvislosti s drsnosti povrchu. O zaned-
batelném vlivu drsnosti na inicidlni adhezi bunék linie MG63
hovoii Lincks a spol.” Z uvedenych skute¢nosti je ziejmé, Ze
vysledky tykajici se vlivu drsnosti na chovéani bunék se 1isi pro
rizné substrdty i pouzité buriky. Vysvétlenim miize byt sku-
teCnost, ze nezdlezi pouze na velikosti a vzdédlenosti povr-
chovych nerovnosti (topografii), ale také na jejich tvaru (mor-
fologii)***!. Dal3i pfi¢inou rozporuplnych pozorovéni mize
byt skutecnost, Ze nékteré buiky jsou povazovany za ,,rugo-
filni* — tedy drsnomilné (napf. makrofdgy), jiné naopak za
,rugofobni* (napf. fibroblasty)®>~%*.

3.4. Elektrické vlastnosti

Tontovd implantace zpﬁsobu;e zvyseni elektrické vodivos-
ti povrchové vrstvy polymeru’ 63 Déje se tak diky stépeni
fetézci, tvorbé radikdli® a vzniku konjugovanych dvojnych
vazeb®”. K faktoriim piiznivé ovliviiujicim elektrickou vodi-
vost se fadi téz karbonizace a grafitizace modifikované vrst-
vy26’47. Dalstho zvySeni vodivosti mize byt dosazeno pene-
traci dopanti®®.

Elektrické interakce jsou dalezitym faktorem pfi pohybu
a adhezi bungk®. Negativné nabitd mista na buné¢né mem-
brdné jsou vyuzivdna v rozpozndvacim procesu a pfi ndsledné
interakci buiiky se substratem’®’!. D¥ivéjii studie prokdzaly
vliv elektrického ndboje povrchu substrdtu na fizi makrofd-
gii”%. Adheze byla nejvy3si na kationtovém povrchu ve srov-
nani s neutrdlnim a aniontovym. Sugimoto a spol.* popisuji,
Ze s rastem zdporného naboje silila migrace bunék. Nabité
skupiny substrdtu navic ovliviiuji sorpci adheznich proteint
dilezitych pro dobré uchyceni a spravny vyvoj bundk’.

3.5. Polarita povrchu

Z hlediska biokompatibility je zajimavym projevem ion-
tové implantace do polymerti zména smacivosti povrchu. Sou-
visi to se zménami chemického sloZeni povrchové vrstvy
a zménami drsnosti®’. V&tsina autort uvadi, Ze pii implantaci
iontll do nepoldrnich polymerti dochézi ke zvySovani pola-
rity materidlu v souvislosti se vznikem oxidovanych struk-
tur!217:27:3647.74 Teyii a spol.'? uvddéji, Ze nardst polarity mize
byt kromé oxidace odvozen téz od zvysené karbonizace povr-
chu po iontové implantaci. Kim a spol.*® a Koh a spol.*
nezdvisle pozorovali, Ze pii pouziti Ar* a O iontl polarita
ptivodné mdlo poldrniho polymeru (PTFE) ddle klesala. Po-
kles polarity u implantovanych vzork pficitaji autoii zdrsné-
ni povrchu. U poldrnich polymer bylo pozorovano, Ze pola-
rita klesala dmérné energii iontd, coz je vysvétlovdno degra-
daci poldrnich skupin boc¢nich fetézcd'®. Gavrilov a spol.27
uvadéji, ze polarita povrchu PE po iontové implantaci s dav-
kou roste, ale zGstdvd nizsi nez pii pouziti plazmatu. Mnoho
autord uvddi, Ze v prib¢hu uskladnéni a starnuti polymert
ozéafenych plazmatem dochdzi ke zpétnému nértstu hydrofo-
bicity piivodn& nepoldrnich substrétii. Morra a spol.” piedpo-
klddaji, Ze tento efekt je zpisoben reorientaci Cdsti fetézcd
z povrchové do podpovrchové vrstvy. Hnacf silou je podle néj
minimalizace povrchové energie. Hyun a spol.76 vyuzili ion-
tové implantace do PET ke zmenSeni pohyblivosti fetézcd
sifovdnim, a tim i k utlumenf reorientace poldrnich ¢dsti fetéz-
ctl.

Je zndmo, Ze polymery typu PE a polystyrenu (PS) jsou
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v nemodifikované formé pro biologické ucely pfili§ hydro-
fobni. V literatufe uvddéné kontaktni dhly destilované vody
jsou pro PE 97° a pro PS 90° (cit.”’). Vhodnym fesenim pro
dpravu smadcivosti mtize byt iontovd implantace. Pii ozafovan{
polymert dochdzi k oxidaci povrchové vrstvy a polymer se
stdvd polarn&jsim'>'>3"32 Hydrofilni povrchy vzniklé ionto-
vou implantaci mohou bud pfimym kontaktem s burikami
nebo prostiednictvim sorpce proteinti aktivovat buné¢nou ad-
hezi”’. Vyhodou takto vzniklych povrchd navic je, 7e v priibé-
hu starnuti vzorkl nedochdzi k poklesu polarit;/, jako je tomu
napiiklad u vzorkd ozafovanych plazmatem®”".

Rizni autofi studovali vliv polarity materidlu na pocet
adherujicich bunék a dosli k zdavéru, zZe adheze bunék na po-
larité zavisi, ale hodnota optimdlni smacivosti a kontaktniho
dhlu se pro riizné typy bunék 1isi. Na vzorcich PE napft. byl
pozorovan soustavny ndrtist poctu bunék s rostouci smaci-
vosti’®, Naproti tomu na vzorcich PS nebyla zdvislost mono-
tonni'®. Matematicky model popisujici vztah mezi bunéénou
adhezi{ a kontaktnim thlem nebyl zatim nalezen a podle Youn-
gaa spol.79 existuje mezi obéma parametry pouze omezend
souvislost. Byl studovan také vliv golarity na stupen rozpro-
stieni bunék. Schakenraad a spol.7 publikovali, Ze zdvislost
rozprostfeni bunék na polarit€ méla pro rizné typy substratd
sigmoidni charakter.

3.6. VI1iv karbonizace polymeri

Pri vysokych ddvkach dopadajicich iontd mtze dochdzet
v povrchové vrstvé polymeru ke karbonizaci, popt. grafitizaci
materialu?®***2 Ke karbonizaci dochdzi v disledku uvoliio-
véni tékavych plynnych produkti pfi iontové implantaci®.
Suzuki a spol." detegovali v polymernich vzorcich po implan-
taci amorfni uhlik a neuspofddané grafitické struktury. Gav-
rilov a spol.27 popisuji pii implantaci iontt do PE vznik kon-
denzovanych aromatickych struktur. Autofi*’ k tvorb& uhlika-
tych struktur pouzivali vysokych davek (fadové 1.10'®iont.cm™)
a mluvi o prahové ddvce, pfi jejimz piekroceni teprve dochdz{
k tvorbé zejména amorfnich uhlikatych struktur. Grafitické
a amorfni uhlikaté struktury vzniklé v polymerech iontovou
implantaci vykazuji vodivé a polovodivé vlastnosti'®, V da-
sledku tvorby uhlikatych struktur byla popsdna také zvysend
biokompatibilita téchto materiala'>>".

Uhlikaté materidly jsou zndmy svou vysokou biokompa-
tibilitou, gjei byla ovétfena v podminkdch in vitro stejné jako in
vivo '+ Jsou proto studovany moznosti zvyseni biokompa-
tibility polymert zvy$ovanim obsahu uhliku v jejich povrcho-
vé vrstve. Je vyuzivdno napi. depozice uhlikovych vrstev na
povrchu polymera®?, dopovani polymert sazemi* nebo ionto-
vé implantace’' 3 Ve viech uvedenych piipadech bylo prokaza-
no zlepseni adheze a riistu bunék. Biokompatibilita polymeri
na bdzi uhliku indukovand iontovou implantaci je ptipisovdna
predevsim tvorbé amorfniho uhliku'>"® pri¢emz vznik uhlika-
tych struktur byl zaznamendn zpravidla u nejvyssich implan-
ta¢nich ddvek a pri vysokych energiich.

3.7. Chemické sloZeni substrdtu

Mnoha autory je popisovdna tvorba novych funkénich
skupin v modifikovanych polymerech. Napf. po implantaci N*
a N} byla popsdna tvorba amin(i, po implantaci C*, 0¥, O3 byl
pozorovan vznik karbonyla™. Predpoklada se, Ze tyto nové
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skupiny mohou pfiznivé ovliviiovat biokompatibilitu mate-
ridlu. Autofi ddvaji casto do souvislosti adhezi bunék s che-
mickym slozenim modifikovanych substritd. Proto se tato
kapitola zabyva vlivem vybranych funkénich skupin na cho-
vani bunék.

Pozitivni vliv aminoskupin na adhezi a rist bunék byl
pozorovan jiz diive®. Kikuchi a spol.* pozorovali, ze piekro-
¢ila-1i koncentrace aminoskupin jistou prahovou hodnotu, byl
pocet adherujicich bunék (BAEC) pfimo umérny mnozZstvi
téchto skupin. V pfipadé rozprostieni bunék nebyla pozoro-
vana zadna prahova hodnota, rozprostfeni bunék bylo imérné
poctu aminoskupin®. DiileZitou roli pfi interakcich bunék
s materidly na bdzi aminokyselin hraji elektrostatické sily
mezi kladn€ nabitymi aminoskupinami a zdporné nabitymi
misty bun&&né membrany®*.

Bylo publikovz’m086, Ze hydroxylové, aldehydové a karbo-
xylové skupiny vedou ke zvySeni adheze bunék k povrchu
materidlu. Curtis a spol.”’ zjistili, Ze selektivni zablokovani
—OH skupin na povrchu modifikovanych PS vzorkt zpisobilo
zna¢ny pokles v poctu adherujicich bunék. Také Smetana
aspol.¥” ve svych experimentech pozorovali vyrazny vliv
oxidovanych struktur na chovdni bunék. Zvyseni obsahu -OH
a —CO-NH- skupin v testovanych materidlech (polymery na
bazi kyseliny methakrylové) vedlo ke zvySenému rozprostien{
makrofdgi na povrchu vzorki. Naproti tomu skupiny —-COOH
jejich rozprostieni inhibovaly®’. Metodou in vivo bylo pro-
kazdno'®, Ze po naroubovani kyseliny akrylové na modifiko-
vany PE se zvySuje adheze makrofdgi. Rovnéz naroubovany
alanin (in vitro®) zvysuje adhezi a rist keratinocytii na PE
exponovaném ionty Ar"a Xe".

3.8. Modifikace malych oblast{

Mikrodomény na povrchu polymeru mohou vznikat pfi
implantaci nizkymi davkami iontd, kdy nedochazi k prekryvu
modifikovanych oblasti, nebo v pfipade, je-li substrat ozaio-
van pres masku®, Jestlize je material hydrofobni, pak ozafeny
materidl obsahuje hydrofilni (modifikované) i hydrofobni (ne-
modifikované) oblasti. Velikost modifikovanych oblasti zd-
visi na pouzité ddvce jont, resp. §térbing masky®®. Z literatury
je zndmo, Ze normdlni cévni endotel md strukturu tvofenou
obdobnymi mikrodoménami. Lze piedpokladat®, ze vhodna
rovnovdha mezi hydrofilii a hydrofobii mize byt klicem ke
zvySeni biokompatibility materidld. Okano a spol.89 ukdzali,
Ze na hydrofilni domény se selektivné vdzal albumin, zatimco
na hydrofobni domény y-globulin a fibrinogen. Adsorbované
proteiny tvofily organizovanou mozaiku, kterd byla fizena
strukturou mikrodomén. Lee a spol."® provddé&li implantaci
Ne"aNa*ionti do polyuretanu s pouzitim masky a pozorovali,
Ze buiiky endotelu pfednostné adherovaly na domény upra-
vené expozici. Buiiky z neupravenych oblasti polymeru mi-
grovaly do oblasti upravenych. Tsuji a spol‘19 studovali vliv
implantace polymeru pies masku (4 mm x 40 wm) na orientaci
bungk. Zjistili, Ze buniky se natdcely ve sméru podélnych ryh.
Podobné vysledky na polyurethanu publikoval i Lee a spol.'

4. Zavér

Expozice povrchu polymert iontim o vysoké energii je
perspektivni metodou k modifikaci polymert pro biomedicin-
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Referdty

ské ucely. Pfi degradaci se v modifikované vrstvé §tépi che-
mické vazby a kromé& plynnych produktt se tvori radikdly
a konjugované dvojné vazby (zvysujici elektrickou vodivost),
u nepoldrnich polymerd vzrdstd polarita (zvySuje se smd-
¢ivost), vzristd obsah uhlikatych struktur a méni se povrchova
morfologie polymert. Tyto faktory, kromé dalSich, vyznamné
ovliviluji biokompatibilitu povrchu polymeru. Je ziejmé, Ze
na povrsich exponovanych polymert dochézi k lep$i, pevné&jsi
a homogennéjsi adhezi a proliferaci bun€k, coz bylo pro-
kdzdno metodami in vitro i in vivo.

AutoFi dékuji Grantové agentuie CR za financni podporu
projektu ¢. 203/99/1626 a Grantové agenture Akademie véd
CR za podporu projektu ¢. A 7011908.
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1. Uvod

Jako geneticky modifikovany organismus (GMO) je ozna-
¢ovdn organismus, kromé ¢lovéka, jehoz dédicny materidl byl
zménén genetickou modifikaci (definice ze zdakona ¢. 153/
2000 Sb."). Genetické modifikace (GM) jsou pfimé a cilené
zdsahy do dédi¢ného materidlu organismu ¢i zména genetic-
kého materidlu zamérnym vnesenim cizorodé informace do
hostitelského orgdnu. Termin transformace je pouZivan pro
oznaceni procesu vneseni cizorodé DNA (cit.?).

Zikladem genovych technologif je fakt, Ze chemické slo-
Zeni a molekuldrni struktura deoxyribonukleové kyseliny (DNA),
kterd je nositelkou dédi¢nosti, a zptlisob, jimz se usporadani
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bazi DNA promitd do uspoidddni aminokyselin v bilkovindch
(geneticky kod), jsou pro vsechny Zivé organismy totozné. Je
tedy mozné prendset hmyzi nebo rostlinné geny do bunék
savcl nebo lidské geny do bakterii.

Mezi geneticky modifikované organismy jsou fazeny or-
ganismy, do kterych byl pomoci metod genetického inzenyr-
stvi vnesen gen o zndmém slozZeni a funkci, nesouci pouze
pozadovanou vlastnost. Ostatni geny zlstanou prakticky ne-
dotceny.

Uplatnéni modernich biotechnologickych postupt v ze-
meédelstvi a v potravindiském pramyslu prindsi znacné dspory
ndkladti a mdze pomoci vyfesit problém nedostatku potravin
zpusobeny neustdle se zvysujici populaci obzvldsté v zemich
tretiho svéta. Na druhé strané je pti vyuzivani GMO nezbytnd
opatrnost vzhledem k tomu, Ze mozné nezddouci projevy by
mohly negativné ovlivilovat ostatni organismy vcetné Clo-
véka. Rychly, intenzivni vyzkum a vyvoj této technologie
a kontrola jejtho pouziti jsou vSak predpokladem, Ze zkuSe-
nosti budou pfibyvat, a tim omezeni klesat’.

Moznost nezadoucich projevli musi byt nezbytné respek-
tovdna. V soucasné dob¢ v fadé zemi celého svéta plati urcitd
omezeni pro distribuci, prodej a vyuziti GMO. V Ceské repub-
lice podléhd proces nakldddni s GMO zdkonu ¢. 153/2000 Sb.
Tento zdkon byl schvdlen v kvétnu 2000, prislusné vyhlasky
v fijnu téhoZ roku. Zakon zahrnuje problematiku ,uzavie-
ného®, tj. v podstaté laboratorniho nakladani s GMO, uvadéni{
GMO do prostiedi a do ob&hu (na trh). Déle byla v Ceské
republice v r. 2000 schvdlena novela zdkona ¢. 110/1997 Sb.
o potravindch a tabdkovych vyrobcich ve znéni zdkona ¢. 306/
2000. Novelizovana vyhldska ¢. 324/1997 ve znéni 24/2001
¢l. 7 Sb. byla schvdlena 17.1.2001 s platnosti od 1.6.2001
s vyjimkou paragrafu tykajictho se povinnosti znacit gene-
ticky modifikované potraviny s obsahem transgenni DNA 1 %
a vySe (bude uvedena v platnost 1.1.2002).

V soucasné dobé¢ je vyzkum zaméfen na pienos piislus-
nych genovych sekvenci do potravindisky vyznamnych rostlin
jakoryze, pSenice, jeCmen, Zito, rajCata, fazole a hréach®. Mimo
to se pracuje na zlepSeni vlastnosti dalSich druhd ovoce a ze-
leniny (brokolice, maliny, meloun apod.). Vedle zemédél-
skych plodin 1ze ocekdvat dal$i rozvoj pfipravy geneticky
modifikovanych mikroorganismti pouzivanych pii vyrobé po-
travin (startovaci kultury v mlékdrenském primyslu®), pivo-
varské kvasinky, pekafské drozdi), v oblasti primyslovych
rostlin pro pfipravu farmak a plastd, zivocicht pro pfipravu
farmak, moznosti vyuziti zvifecich organt pro transplantace.

Kontrola potravindiskych surovin i samotnych potravin
a urCovani pritomnosti transgeni je dnes Siroce se rozvijejici
védni oblasti, kterd spojuje znalosti genetického inzenyrstvi,
biochemie, mikrobiologie a dal$ich védnich disciplin. Pfi de-
tekci GMO jsou kladeny vysoké pozadavky na specifi¢nost
a citlivost pouzivanych postupi. Zdkladni schéma detekce
GMO zahrnuje odbér reprezentativntho vzorku matrice, ex-
trakci nukleovych kyselin nebo proteind, testovaci metody
potvrzujici pfitomnost transgenu, identifikaci transgenu a jeho
kvantifikaci. Bézné pouzivané postupy jsou shrnuty v tabul-
ce L.
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Tabulka I

Referaty

Techniky bézné pouzivané pro detekci geneticky modifikovanych organisma

Detekce nukleovych kyselin  detekce DNA
detekce RNA
Detekce proteinu imunometody

PCR a jeji aplikace (multiplex PCR, nested PCR)
kvantitativni kompetitivni PCR (QC PCR)
Real-Time PCR

Southerntv prenos

mikrocipy

reverzni transkripce — PCR (RT-PCR)

northern hybridizace

RPA (Ribonuclease Protein Assay)

ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
western prenos (Imunoblot)

uréeni aktivity produktu transgenu

Ostatni techniky chromatografie

infracervend spektroskopie

2. Metody zaloZené na detekci
nukleovych kyselin

Pro detekci GMO byvaji ¢asto pouzivany metody zalozené
na detekci nukleovych kyselin (NK). Mezi vhodné metody
patii polymerasovd fetézovd reakce (PCR) a jeji variace —
multiplex PCR, nested PCR, kvantitativni kompetitivni PCR
(QC PCR), Real-Time PCR, reverzni transkripce — PCR (RT-
-PCR), Southern hybridizace, northern hybridizace a ribonu-
clease protein assay (RPA), zaloZend na specifické vazbé
bilkoviny na nukleovou kyselinu. Jednim z prvnich krokd
testti zalozenych na detekci NK je jejich extrakce z testované-
ho vzorku potravin a potravinaiskych surovin. Extrakce nu-
kleovych kyselin zahrnuje lyzi bunéénych membran, inakti-
vaci bunécnych nukleas a separaci nukleovych kyselin od
zbytkl bunék. Efektivita metod zalozenych na detekci nukleo-
vych kyselin zdlezi na kvalité a Cistoté extrahovanych nukleo-
vych kyselin. Kvalita DNA je uddvdna délkou fragmentd
a stupném poskozeni, které muze byt zpisobeno vyssimi te-
plotami, nizkym pH prostfedi nebo plisobenim nukleas. Né-
né extrak¢éni metody a purifika¢niho procesu (kapitola 2.1.3.).

Mnozstvi extrahované DNA lze stanovit elektroforeticky,
fluorometricky nebo spektrofotometricky pomoci UV svétla
o vlnové délce 260 nm. Cistota extrahované DNA byvd uréena
z poméru absorbanci pii 260 a 280 nm.

2.1. Polymerasovd fetézovd reakce

Polymerasovd fetézovd reakce (polymerase chain reac-
tion, PCR) je in vitro reakce umoziujici namnozeni definova-
nych usekli DNA. Reakce je katalyzovana termostabilni DNA
polymerasou, napf. Tag DNA polymerasou izolovanou z ter-
mofilni bakterie Thermus aquaticus. K namnozeni cilové DNA
se pouziva dvou oligonukleotidovych primert, které hybridi-
zuji s komplementdarnimi fetézci DNA.

Vlastni PCR se sklddd z cyklického opakovani 3 zdklad-
nich krok:

1) oddéleni vldken dvojSroubovice DNA teplotni denaturaci,
2) piipojeni primert k jejich komplementdrnim tsektim v DNA
(annealing),
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3) elongace primerti Tag polymerasou.

Pocet téchto cykli (zpravidla 35 nebo 40) zavisi na kon-
centra¢nich pomérech v reakéni smési, poZadovaném vytézku
a Zivotnosti enzymu.

PCR umoziiuje specifické a citlivé namnoZeni nizkého
mnozstvi cilovych sekvenci DNA. V takovém pripadé se jako
post-PCR detekce vétsinou pouzivd horizontdlni elektroforéza
v agarosovém gelu. Pfi tomto zplsobu detekce amplifiko-
vanych produkti existuje riziko, Ze dojde k ziméné nespecific-
ky namnoZzeného useku a specifického PCR produktu, zvlasté
pokud se jednd o produkty podobné velikosti. Pro sniZen{
rizika ziskdni falesné pozitivnich vysledkt mize byt produkt
namnoZzeni Podroben ndslednému Stépeni restrikénimi endo-
nukleasami®’,

Pro charakterizaci a konfirmaci PCR produktu je dale
mozné pouZzit sekvenci DNA ¢i Southerntiv pfenos s digoxi-
geninem znacenou oligonukleotidovou probou6. Po elektro-
foretickém déleni 1ze pomoci Southernova prenosu produktd
potvrdit, Ze sekvence mezi primery je hledanou sekvenci®.
Tento krok je velmi ¢asové ndrocny, v praxi je ziidka vyuZzi-
van. Pfistup je v souladu s postupem doporuc¢enym pro analyzu
geneticky modifikovanych brambor ve shodé s § 35 German
Food Act’.

2.1.1. Detekce GMO v potravindch a potravindiskych
surovindch pomoci PCR reakce

Detekce GMO v potravindch pomoci PCR je komplexnim
viceparametrovym problémem. Proces ur¢ovéni pritomnosti
GMO je slozen z izolace templatové DNA (pre-PCR), vlastn{
PCR reakce, detekce namnoZenych produktii a vyhodnoceni
ziskanych udaji (post-PCR).

Kritické faktory pro pre-PCR jsou ndsledujici:

— homogenita analyzovaného vzorku,
— izolace templatové DNA,
— standardni proces pro odhad koncentrace genomové DNA

a vSech reak¢nich cinidel pouzivanych v reakci.

Pro PCR reakci jsou kritické tyto body:

— nastaveni reak¢nich parametrd,
— ddvkovani reaktantq,
— teplotni a Casovy program.
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genomovda DNA P gen A T

I Druhové
specifické PCR

II ,,Screening*

PCR

IIT Amplifikace
transgenu

IV Konstrukt
specifické PCR

V Odriadoveé
specifické PCR

P — promotor
T — termindtor

P

/\/ | --I:I-!/‘/

Referaty

gen B T genomova DNA

Je extrahovand
DNA schopna
amplifikace PCR?

Je pritomna
transgenni DNA?

Ktery gen byl
vlozen?

Kterd transkripcni
jednotka byla vlozena?

Lokalizace
transgenu.

Schéma 1. PouZivany PCR systém detekce geneticky modifikovanych potravin a potravinarskych surovin

Pro post-PCR proces je kritickym bodem citlivost detekce
amplifikovanych produkta.

V soucasné dobé jsou v evropskych kontrolnich potravi-
narskych laboratofich specificky detegovdny transgenni DNA
sekvence prevdzné prostfednictvim PCR reakce. Vedle speci-
fickych metod jsou rozvijeny (a jiz k dispozici) screeningové
metody umoziujici detekci témér jakéhokoliv schvaleného
transgenu’. PCR je pouzivano pro rychlé analyzy vysokych
poct vzorkd. Je-li reakéni produkt krat$i nez cca 1000 bp,
miiZe pouziti relativné dlouhych primerd (25-30 nukleotidi)
s vysokou teplotou piipojeni (T, ~ 65-68 °C) pomoci zabez-
pecit presnost reakce. Pro reprodukovatelnou detekci je rozho-
dujici zajisténi dostatecné citlivosti primert, umisténi primerd
ovliviiuje informaéni hodnotu produktu PCR. Ve schématu 1
je zndzornén pouzivany PCR systém detekce geneticky modi-
fikovanych organismil. Schéma ukazuje pfedem pfipravenou
rostlinnou transkripéni jednotku obsahujici promotor (P), k6-
dujici sekvence (A, B) a termindtor (T). Ddle jsou zndzornény
rozdilné pozice komplementdrnich primerti a informace, které
je mozno ziskat z vysledkd polymerasové fetézové reakce.
Pokud jsou v dané reakci pouzity primery komplementarni ke
genomové DNA, ze ziskanych vysledkti mizeme urcit, je-li
extrahovand deoxyribonukleovd kyselina schopna namnoZenf{
PCR procesem (viz schéma — troven I, Druhové specifické
PCR). Napf. u potravin ¢aste¢né vyrobenych z transformované
s6ji je provddéna detekce séjového lecitinového genu®. V pri-
padé pouziti primeri komplementdrnich k regulaénim sek-
vencim mohou ziskané vysledky potvrdit pfitomnost trans-
genni DNA v testovaném vzorku potraviny nebo potravi-
naiské suroviny (tdroven II, ,,Screening® PCR). Pfikladem je
kvalitativni PCR systém specificky pro origindlni sekvence
35S promotoru viru kvétdkové mozaiky (P-35S promotor) ¢i
nos terminatoru z padni bakterie Agrobacterium tumefaciens,
jez patfi mezi nejcastéji pouzivané regulacni sekvence pii
cileném pfenosu geni do rostlinnych bunék pomoci A. tume-
faciens®. Prostiednictvim primert nasedajicich uvniti trans-
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genni DNA byvd urcen vloZeny gen (drover III, Amplifikace
transgenu). Primery komplementdrni k regulacni sekvenci
a genu urcuji vloZenou transkripéni jednotku (droven IV, Kon-
strukt specifické PCR) a primery amplifikujici dsek mezi
regulacni sekvenci a genomovou DNA urcuji druh transgen-
niho organismu (droven V, Odridové specifické PCR).

Detekce genetickych markert indukujicich genetické mo-
difikace byvaji také provadény pouzitim specifického a cit-
livého namnozeni DNA pomoci PCR procesu. Pocet selek-
¢nich gend pouzivanych pfi genovych modifikacich rostlin je
velmi §iroky, nejcastéji jsou pouzivany geny kodujici enzymy
B-glukuronidasu (GUS) a luciferasu. V posledni dobé byl
popsan autofluorescencni protein z meduzy tzv. green fluores-
cence protein (GFP), pocet jeho pouziti jako markerového
enzymu vklddaného do rostlin stdle vzrdstd. Markery jsou
velmi vyhodné pro studium exprese transgenu, charakterizaci
pr%motoru arychly screening velkého mnozstvi transforman-
th.

Pomoci PCR metody miZe byt prokdzdna pouze piitom-
nost sekvenci komplementdrnich ke zvolenym primerdim. Zis-
kané vysledky nenaznacuji, zda je templdat DNA integrovany
do genomu rostliny ani jeho koncentraci. Vyvoj kvantitativn{
PCR metody otevird moZnost pouZiti této technologie pro
zjistovani vysledkd difve ziskanych pomoci Southern hybridi-
zace, napi. odhad poctu kopii transgenulo.

Obménou tradi¢ni polymerasové fetézové reakce muze
byt piddani ndsobného mnozstvi part primerti do reak¢éni smési
— multiplex PCR. Tato modifikace umoziiuje analyzovat vice
parametrd v pribéhu jednoho reakéniho procesu, coz je zvIasté
vyhodné pravé pii detekci geneticky modifikovanych organis-
mu. Pfitomnost vice pard primerti v reakéni smési v§ak mutize
zpusobovat mnoho problému, napf. zvySovat tvorbu nesprav-
nych PCR produkti ¢i diskriminaci deliich DNA fragmenti''.
Pro multiplex PCR proces jsou vybirany primery s podobnou
teplotou pfipojeni (7., ). Délka namnoZenych produkt by méla
byt blizkd, pri vétsich rozdilech byva upfednostiovana ampli-
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fikace kratSiho useku, coZz méd za ndsledek odliSné mnozstvi
namnozenych produkti. Ke snizeni téchto rozdild se v reakén{
smési pro multiplex PCR pouZzivd pufr obsahujici ptidavek
Taq polymerasy, ktery snizuje konkurenci mezi amplikony,
a tim diskriminaci del$ich fragmenta.

Ke zvySeni citlivosti a pfesnosti miize byt pouZzito tzv.
nested PCR, kterd je sloZena ze dvou po sobé ndsledujicich
amplifikacnich reakci s 15-30 reakénimi cykly. Templdtem
prvni reakce je DNA ziskand extrakci vzorku, templdtem
druhé je produkt ziskany reakci prvni. Jako primery jsou
pouzity dva druhy oligonukleotidové sekvence (vnitini a vnéj-
§1). Vnitini primery jsou komplementdrni k oblasti produktu
ziskaného prvni reakci'? Protipélem zvysené citlivosti je viak
vzrastajici riziko kontaminace. Pfesnost je zvySena diky faktu,
Ze tato technika skoro vzdy eliminuje namnoZzeni nespecific-
kych amplifika¢nich produktd. S vysokou pravdépodobnosti
neni zZddny nespecificky produkt vznikajici v pribéhu prvni
amplifikace dostatecné komplementdrni k vnitinim primertim.
Z tohoto diivodu nemiize slouzit jako templdt pro druhou PCR
amplifikaci.

Zdvaznou chybou pii analyze vzorkd pomoci PCR je vznik
fale$né pozitivnich a negativnich vysledku. K detekci falesné
pozitivnich vysledkd mtize dojit tak, Ze materidl pfipraveny
k vySetieni je v laboratofi kontaminovdn amplikony, které se
dostaly do vzduchu béhem pipetovini jiného, jiz amplifiko-
vaného vzorku nebo piimési GM organismu pii zpracovani
testovaného vzorku. K fale$né pozitivaimu vysledku staci
zcela nepatrnd pfimés smési spadld do dosud nezpracovaného
vzorku. Riziko lze snizit dislednym prostorovym oddélenim
jednotlivych operaci, pouzivanim lamindrnich boxt, $picek
s filtry zabranujicimi kontaminaci mechaniky pipet. Pro elimi-
naci nespravnych vysledki je vhodné do kazdé série testo-
vanych vzorkd zafadit pozitivni a negativni kontrolu. Jako
negativni kontrola mize byt pouzita nemodifikovand DNA
nebo sterilni voda, jako pozitivni kontrola pak ovérend cilova
sekvence. Vysledky ziskanymi amplifikaci negativni kontroly
je ovéfena nepritomnost kontaminace reagencii, pouZivanych
pfistroji, pomtcek i pracovniho prostiedi. Pozitivni kontrolou
byva ovéiena funkénost vsech krokt procesu, a tim zabranén{
zisku fale$né negativnich vysledka.

2.1.2. Kvantifikace GMO v potravindch pomoci PCR

Hlavnim nedostatkem tradi¢ni PCR je nepiesnd kvantifi-
kace, kterd je zdvisld na tucinnosti amplifika¢niho procesu.
JestliZe je reakeni efektivita (E) konstantni pro kazdy reakéni
cyklus, koncentrace PCR produktu je imérnd mnoZstvi po-
catecni cilové DNA. Efektivita vSak neni parametrem kon-
stantnim, ale proménnym, at jiZz v rdmci riznych reakci ¢i
v priibéhu jedné reakce. Zejména v poslednich cyklech poly-
merasové fetézové reakce, kdy jsou produkty tvorené v ne-
exponencidlni fdzi nezndmou reakeni rychlosti. Za tcelem
dosazeni maximalni citlivosti PCR procesu je mnozstvi vytvo-
feného produktu méfeno v zavérecné fazi, kdy amplikon do-
sdhne maximalniho vytézku (,,plato faze*). V této fazi procesu
je korelace mezi koncentraci produktu a pocatecnim mnoz-
stvim cilové DNA jen velmi nizka'*~'3 Pro kvantifikaci DNA
jsou pouzivdny techniky zaloZené na principu PCR, takové
jako kvantitativni kompetitivni polymerasovd fetézovd reakce
(QC PCR) a Real-Time PCR, které vytesily problém urceni
vztahu mezi koncentraci cilové DNA sekvence a mnozstvim
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PCR produktu vytvdfeného béhem amplifikace. Nalezend fe-

Seni jsou ndsledujici:

1. Spolecnd amplifikace cilové sekvence a vnitiniho stan-
dardu v ptipadé kvantifikace cilové sekvence pomoci QC
PCR.

2. Meéfteni PCR produktu v poc¢atecnich fazich reakce, kdy je
E stdle jesté konstantni, a proto jsou koncentrace produktu
v korelaci s pocate¢ni koncentraci cilové DNA sekvence.
Tohoto principu vyuZzivaji metody Real-Time PCR a PCR-
-ELISA.

Kritické body pro kvantitativni analyzu jsou selektivita
reakce, reprodukovatelnost, presnost a detekéni limit'.
2.1.2.1. Kvantitativni kompetitivni polymerasova fetézova
reakce (QC PCR)

Principem kvantitativni kompetitivni PCR metody (QC
PCR) je amplifikace vnitintho DNA standardu spolecné s cilo-
vou DNA. Kvantifikace ptitomného GMO ve vzorku je dosa-
zeno elektroforeticky, porovndnim intenzity prouzku PCR
produktu ziskaného namnoZenim cilové sekvence s vnitinim
standardem'®'”. Rozdil ve velikosti produkti se pohybuje
maximdlng v desitkdch pdrd bazi'®, QC PCR metoda byla
uspésné testovdna v mezindrodnim kruhovém testu pro kvan-
titativni stanoveni transgenu s6ji Roundup Ready® a kukufice
Maximizer® (cit.'é).

2.1.2.2. Real-Time PCR

Pti Real-Time PCR dochdzi k monitorovani vznikajictho
produktu v priibéhu celého amplifika¢niho procesu a kvanti-
fikace je provedena v exponencidlni fizi syntézy DNA'®. Prvni
aplikaci byl systém zaloZeny na fluorimetrickém méteni vniti-
ni sondy. Tato vnitini proba je sloZzena z kritkého DNA
fragmentu, ktery obsahuje fluorofor i zhdsec¢ fluorescence.
Diky jejich vzdjemné blizkosti potlacuje zhdse¢ v§echnu fluo-
rescenci ozafeného fluoroforu. DNA sekvence sondy je navr-
Zena uvnitf cilové sekvence. V pribéhu kazdého cyklu je
stejné jako pfi klasické polymerasové reakci dvojvldkno DNA
nejdiive separovano na jednotliva vlakna, ddle dochazi k na-
sednuti primert a vnitini sondy, poslednim krokem je polyme-
race DNA polymerasou. DNA polymerasy pouzivané v Real-
-Time PCR reakci vykazuji silnou 5’3 exonukleasovou ak-
tivitu, v pribéhu reakce tedy §tépi vnitini sondu na jednot-
livé nukleotidy. V tomto stadiu se zhasec¢ a fluorofor jiz ne-
nachdzeji v dostatecné blizkosti, a proto dochdzi k nartistu
fluorescen¢niho signdlu. Dalsi postup je zaloZen na pouzi-
ti dvou vnitinich sond s fluoroforem (na 3’ konci hybridi-
zacni proby 1) a zhdsecem fluorescence (na 5’ konci hybridi-
zacni proby 2). Proby jsou navrzené k nasednuti blizko sebe
uvnitf cilové sekvence. Prvni fluorofor po excitaci vnéjsim
zdrojem emituje svétlo, které je zachyceno druhou probou,
ovsem jen za predpokladu, Ze se obé proby nachdzi v tésné
blizkosti. V pribéhu elongace dochdzi k uvolnéni vnitinich
prob, a tim k jejich odddleni. Druhd proba tedy nezachytava
energii vysilanou prvni, tfm dochdzi k ndrtistu fluorescence,
kterd 2je méfena po nasednuti primerti v kazdém reakénim
cyklu 0.

Také je mozno pouzit SYBRR Green I, barvivo, které se
vaze na dsDNA. Pokud je barvivo SYBRR Green I nenava-
zané, je intenzita jeho fluorescen¢niho signdlu velmi nizkd. Po
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teplotni denaturaci je DNA rozpletena na jednotlivd vldkna,
nasednutim primert dojde k vytvoreni kratkého tdseku dsDNA,
na kterou miZe byt navdzan SYBRR Green 1. V priibé¢hu
elongace dochdzi k zapolymerovéni vzristajictho mnozstvi
barviva. K méfenf fluorescence dochazi v kazdém cyklu, a to
na konci elongacni faze. Zacdtek vzristu zdvisi na pocétecni
koncentraci cilové sekvence DNA,

Ackoliv je vysokd cena ndstroji a specifickych reagencii
prekdzkou pro mnoho laboratofi, Real-Time PCR mize byt
povazovan za v soucasné dobé nejpresnéjsi a nejvyhodnéjsi
z dostupnych kvantitativnich metod.

2.1.3. Omezeni PCR detekce GM potravin

Pro svou rychlost, citlivost a specifi¢nost je PCR potenci-
dlné velmi ic¢innou metodou detekce GM potravin. Vyznamny
vliv na vysledky ziskané PCR metodou miiZze mit proces
zpracovani potravin.
2.1.3.1. Degradace DNA

Rizné faktory prispivajici degradaci DNA pfi zpracovani
potravin mizeme rozdélit na chemické, fyzikdlni a enzymové.
Mezi tyto faktory jsou fazeny napiiklad:
dlouhotrvajici tepelnd uprava, jako napf. autokldvovani
pouzivané pii konzervarenskych procesech, mize mit za
ndsledek hydrolyzu DNA na mensi fragmenty nebo takové
chemické modifikace DNA, které znemoznuji PCR pro-
ces. Z tohoto diivodu mtize analyza konzervovanych po-
travin poskytovat fale$né negativni vysledky,
analyzu také znesnadiiuje vzrist chemické modifikace
a hydrolyzy DNA pfi nizkém pH, napt. vyrobky konzer-
vované v octu nebo rajcatové pyré a produkty z rajskych
jablicek, jako tfeba kecup. U téchto druhii potravin je
analyza velmi obtiznd a ziskané vysledky nemusi byt
spravné,
pri prodlouzeném skladovdni Cerstvych potravin muze
dochdzet k enzymatické degradaci DNA pomoci nukleas.

2.1.3.2. Inhibice PCR
Problémem pii pouZiti metody PCR pro analyzu GM
potravin je pritomnost inhibitorti reakce v testovaném ma-
této skupiny patii mnoho béznych slozek potravin:
kationy: napi. Ca®*, Fe*,
tézké kovy,
uhlovodiky,
tanin (kyselina tfislovd), fenoly,
soli: napt. NaCl, dusitany.
Studie popisované v literatufe indikuji, Ze stupen inhibice
PCR je velmi zavisly na typu potraviny, napt. vafend Sunka
vykazuje malou nebo Zadnou inhibici, zatimco rizné druhy
mékkych syrii kompletné inhibuji PCR proces. Toto miize vést
k potencidlnim analytickym problémam, napft. jestlize byl
analyzovdn obsah GM séji v riizné plnénych pecivech, a to
Sunkou, mékkym syrem, unkou i mékkym syrem zaroven*'.
PCR inhibice miiZze snadno vést k faleSné negativnim
vysledkiim, pfedevsim jestlize je GM potravina analyzovdna
v laboratori, kde nemaji dostate¢né zkuSenosti s analyzou
potravin pomoci PCR metody. Znalost pravdépodobnych in-
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hibitorti v testovanych vzorcich mize pfispét k vybéru vhodné
analyzy, modifikaci rutinni extrakce a PCR procesu. V né-
kterych pripadech je mozné snizit inhibic¢ni efekt zfedénim
extraktu, ¢imz dochdzi ke zfedéni DNA i pfitomnych inhibi-
tort. Toto vSak nelze pouzit, pokud je koncentrace DNA ve
vzorku nizkd. V takovém piipadé mohou byt extrahované
nukleové kyseliny ddle preciStény a zakoncentrovany. Také
ptidavek PCR ,.enhancer” do reakce snizuje stupen inhibice.
Takové analytické modifikace mohou zabranit ziskdni fales-
né negativnich vysledkd a umoziuji zvysit divéryhodnost
ZfSkEzllllych vysledkd. Na druhé strané zvySuji ¢as a cenu ana-
lyzy~.

2.1.4. Mikrocipy

Rychly rozvoj molekuldrné genetickych metod umoziuje
pripravu GMO, které obsahuji nové znaky, vyS$i mnozstvi
a rozmanitost vklddanych genii i regulac¢nich prvkt. Napft.
Hemmer’ jiz publikoval nékteré schvdlené GM plodiny neob-
sahujici promotor P-35S ani nos termindtor. Z toho vyplyva
i potieba analyzy vysstho mnozstvi genetickych modifikaci.
To pak vyzaduje vyvoj novych automatizovanych systémd,
které mohou snizit nejen Cas, ale i ndklady analyz jako napt.
systémy zalozené na mikroc¢ipech® % Principem je spojeni
teplotni fetézové reakce a mikrocipové gelové elektroforézy.
Pojeti je zaloZeno na miniaturizaci ndsttiku, zpracovani i ana-
lyze vzorku v jednoduchém zafizeni. Toto uspofdddni dovo-
luje rychlou (cca 1 minuta/cyklus) a ti¢cinnou amplifikaci DNA
na Cipech ndsledovanou elektroforetickym rozdélenim a de-
tekci amplifikovanych produkt. Ke sniZzeni Casu analyzy
dochdzi redukcei poctu potiebnych termdlnich cykld. Metoda
umoziuje detekci PCR produkti po probéhnuti pouhych 10
termdlnich cykld, s celkovym ¢asem analyzy okolo 20 minut.
Pocatecni koncentrace cilové sekvence DNA byvd niz$i nez
15 kopii v nastfikovaném objemu®.

Ackoliv jiz bylo publikovalo n€kolik ¢lankt o PCR-mi-
krosystémech rozdilné slozitosti> 2/, jen nékteré aplikace byly
dale rozvijeny pro detekci DNA. Jednou z nich je surface
plasmon resonance (SPR), kterd miiZe byt aplikovdna jak pfi
detekci DNA, tak proteint®. Minunni a spolupracovnici®’
navrhli pouziti biosenzort, véetné SPR pro GMO analyzu.
Obdrzeli predbézné dobré vysledky s elektrochemickym bio-
senzorem s imobilizovanymi oligonukleotidovymi probami
komplementdrnimi k P-35S promotoru a nos termindtoru.
Testovany systém byl vice citlivy pro detekci P-35S promo-
toru neZ nos termindtoru®.

2.2. Southerndv pfenos

Southernovym pfenosem (Southern blotting) je oznacovan
prenos DNA na hybridizacni membranu z gelu po piedchozi
elektroforéze. Pro pfenos DNA se uzivd ndzev Southerntiv
prenos podle E. M. Southerna, ktery tuto techniku v roce 1975
zavedl. Pro prenosy dalSich typti makromolekul se pozdéji
zacaly uzivat nazvy northern blotting (pfenos) pro RNA a wes-
tern blotting (imunoblotting) pro bilkoviny. Northern i Sou-
therniv pienos vyzaduji izolaci nukleovych kyselin ze vzorku.
Nejcastéjsimi postupy jsou kapildrni a elektroforeticky prenos
&i aplikace vakua. Prosta difuze se nepouziva™.

Southerntv prenos patii mezi vlivné postupy dostupné pro
molekuldrni charakterizaci transformovanych rostlin, pomoci
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které mohou byt ziskdny informace o slozitosti vloZenf trans-
genu, poctu piitomnych kopif, integracnim stavu poctu mist
na chromosomu, kde by mohl byt transgen vloZen. Metoda
miZe byt také pouzita pro evidenci integrace transgenu, véetné
vlozeni do mnohondsobnych mist. Nejlepsich vysledki ana-
lyzy byva dosazeno, pokud je analyzovany materidl produko-
van pouZitim Agrobacteria. V tomto pifipadé je T-DNA hra-
nici, poskytujici typické spojeni mezi vektorem a rostlinnou
DNA, jiz byvd vyuzito'’.

2.3. Analyza RNA

V mnoha pripadech jsou analyzy exprese transgenti zame-
feny na proteiny nebo jiné findlni produkty, protoZe fenoty-
povym projevem exprese ma byt pravé akumulace specific-
kych proteind. Jestlize neni mozné provést analyzu proteind,
Casto 1ze pozadovanych vysledkti dosdhnout analyzou RNA
transkripti. Dokonce v pfipadech, kdy jsou zndmy vysledky
analyzy proteint, poskytla analyza RNA uzitecné informace
o akumulaci transkriptu a jeho stabilité, ddle pomohla pri
objastiovani nepiedpoklddanych fenotypovych projevi. Ta-
kové techniky jako reverzni transkripce — PCR (RT-PCR),
northern prenos a ribonuclease protein assay (RPA) mohou
byt pouzity pro méfeni mnozstvi RNA'.

Metoda RT-PCR vyuzivd schopnosti reverzni transkrip-
tasy prepsat templdtovou mRNA do cDNA, ta je poté podro-
bena PCR procesu. Nejdiive je provedena izolace totdlni RNA
nebo ¢isté mRNA z testovaného vzorku a pomoci DNasy jsou
odstranény zbytky DNA, déle je RNA podrobena reverzni
transkripci a polymerasové fetézové reakci. Popisovand me-
toda miZe byt pouzita jako rychld a relativné vysoce dcinnd
screeningovd metoda urceni pritomnosti specifického trans-
kriptu. Vyhodami RT-PCR v porovndni s northern pfenosem
a RPA jsou mald mnozstvi potiebného materidlu, vysokd
citlivost a snadnost piipravy vzorku'”.

Jestlize pouzijeme RT-PCR, je nutné umét rozlisit mezi
produkty vzniklymi z amplifikace genomové DNA vzorku
a produkty syntézy cDNA z RNA vzorku in vitro. Proto je
pozadovdno zpracovdni vzorku pomoci DNas a ddle by mély
byt pouzity takové primery, aby amplifikace vzorku DNA byla
bud nemoznd, nebo aby amplifikované produkty mély jinou
velikost nez amplikony vzniklé z cDNA'.

3. Metody zaloZené na detekci proteinu

Metody zaloZené na detekci proteinu (imunologické a en-
zymové) —deteguji produkt transgenu nebo metabolity, jejichz
produkce je ovlivnéna vlozenym genem. Tyto metody maji
dva vyznamné limity, které branf jejich pouZiti jako rutinnich
detek¢nich metod. Prvni nevyhodou je dispozice jen madla
protildtek specifickych proti proteinim produkovanym ex-
presi vlozeného genu. Druhou nevyhodou pro aplikaci téchto
analyz je degradace proteint v pribéhu zpracovani potravin.
V piipadé, Ze jsou vhodné protilatky k dispozici, jsou vyvinuté
metody vhodné pouze pro &erstvé potravinové suroviny'’.

3.1. Imunometody

Imunochemické detekéni metody jsou zaloZeny na speci-
fické reakci mezi antigenem (Ag) a protilatkou (Ab). Jsou
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bézné pouzivdny pro studium akumulace proteinl v transgen-
nich rostlindch. Pro detekci GMO jsou nejcastéji pouzivany
dva typy imunochemickych metod:

western prenos (imunoblot),

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay).

Obé tyto metody maji do zna¢né miry dopliujici se pred-
nosti a slabé stranky.

Sendvic¢ovd ELISA je zaloZena na pouZiti dvou protildtek.
Prvni protildtka, imobilizovand na povrch nosice, interaguje
s antigenem. Druhd, enzymem znacend protildtka, reaguje
s jinymi determinantnimi skupinami na odli$né ¢asti molekuly
antigenu. Po pfiddni chromogenniho substratu nebo substrdtu
a chromogenu je vyslednd enzymovd reakce vyhodnocena
fotometricky®".

Vyhodou western hybridizace oproti ELISA jsou schop-
nost stanovit molekuldrni hmotnost proteinu; reprodukova-
telné vysledky mohou byt dosazeny i pfi pouziti ne zcela
preciSténych protildtek. Western pfenosy jsou vSak cCasové

presnosti. Naproti tomu ELISA metody jsou méné provozné
ndrocné, vysoce specifické, citlivé a relativné snadno prove-
ditelné'”.

Typickym problémem, se kterym se setkdvdme pfi pouZiti
imunometod, je nevhodné pozadi, které miize byt zptisobeno
specifickou interakci protilatek (primdrni i sekunddrni, jestlize
je pouZzito vice druhtl) s proteinem v extraktu. Odezva pozadi
miiZe byt Casto sniZena nebo odstranéna tipravou koncentrace
protildtek ¢i pouzitim vhodného blokacniho ¢inidla. Podmin-
ky blokovani vhodnymi proteiny byvaji pro kazdy protein
uréeny empiricky'’.

Pii ELISA-PCR metodé¢ je amplifika¢ni produkt znacen
dioxigeninem béhem amplifikacni reakce probihajici v pfi-
tomnosti dioxigenin-11-dUTP (DIG-dUTP). Poté je PCR pro-
dukt hybridizovdn s probou znacenou biotinem, kterd spe-
cificky rozpozndva sekvenci uvniti cilové DNA. Ndsleduje
imobilizace biotinem oznaceného hybridu na streptavidinem
pokrytou mikrotitra¢ni desticku. Po promyti je kvantifikovdno
mnozstvi navdzanych hybridi pomoci znacené protildtky. Me-
toda PCR-ELISA vyuzivd druhé strategie kvantifikace (kapi-
tola 2.1.2.), polymerasovd fetézovd reakce je zastavena pred
poklesem amplifika¢ni efektivity. ELISA byla pouzita pro
kvantifikaci relativné nizkého mnozstvi PCR produktu3 33,
PfestoZe metoda byla aplikovana v riznych oblastech® a GMO
detek¢ni kit vyuZivajici tohoto principu je na trhu dostupny
(D-Genos, Angers, France), nenasla Siroké uplatnéni pfi kvan-
tifikaci obsahu GMO v potravindch a potravinarskych vyrob-
cich.

3.2. Urc¢eni aktivity produktu transgenu

Cilenym fenotypovym projevem vloZeného genu byva
nejcastéji protein se specifickou aktivitou. Tato aktivita mtze
i nemusi byt enzymatickd a mdZe byt méfena pomoci bio-
chemickych metod nebo biometod — napf. rezistence rostliny
vic¢i hmyzu nebo patogenim. V kazdém piipadé je dilezité
pamatovat, ze tato aktivita je v mnoha piipadech nejvice fizend
fenotypem rostliny. Tento fakt mtize byt rozhodujici pro po-
chopeni fenotypového projevu. Je diilezité uvédomit si, Ze pii
pouZzivani metody méfeni aktivity je méfena enzymova akti-
vita a pfi imunometoddch je méfena hladina akumulovanych
proteini'.
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4. Ostatni techniky pouzivané pro detekci GMO

4.1. Chromatografie

Pokud se lisi vlastnosti GMO od nemodifikovaného or-
ganismu, napf. sloZeni mastnych kyselin nebo triglyceridd,
mohou byt tyto rozdily detegovany prostfednictvim tradi¢nich
chemickych metod zaloZenych na chromatografickém prin-
cipu. Toho je mozné vyuzit napiiklad pti detekci oleje ziska-
ného z GM kanoly pomoci vysokotlaké kapalinové chromato-
grafie spojené s hmotnostn{ ioniza¢ni spektrometrii (HPLC-
-MS). Pii vysetiovani sloZeni triglyceridi®® byl v triacylgly-
cerolovém podilu zaznamendn vyS$i obsah triacylglyceridd
v oleji z GM kanoly, ktery vykazuje vyssi oxidacnf stabilitu
diky vysokému obsahu kyseliny stearové a laurové. Tyto
vysledky jsou shodné s ostatnimi vysledky obdrzenymi pii
studii oxidacni stability v séji a v kanolovém oleji z novych
odriid pomoci HPLC-FID*®,

Nicméné, tato metoda je prikazna pouze tehdy, pokud
je sloZzeni GM rostlin nebo ziskanych produktd vyznamné
odlisné od slozeni nemodifikovanych organismi. Mimo to
jsou tyto metody vhodné spiSe pro kvalitativni analyzu nez
pro kvantifikaci geneticky modifikovanych organismti. Napf.
nizké pfidavky GM kanolového oleje se zménénou sklad-
bou triacylglyceridi k tradi¢nimu kanolovému oleji nebude
s vysokou pravdépodobnosti detegovano vzhledem k pfiro-
zené se vyskytujicim zméndm ve slozkdch nemodifikovaného
oleje.

4.2. Infracervend spektroskopie

Urcité zdsahy do genomu organismu mohou zménit i struk-
turu vlaken v rostlindch, pfestoZe nejsou detegovatelné zad-
né vyznamné rozdily ve slozeni proteinti nebo oleji (napf.
Roundup Ready séja). Zmény ve struktufe mohou byt zazna-
mendny pomoci infracervené spektroskopie37. Nicméné roz-
lisit malé mnozstvi GMO v nemodifikovanych produktech je
v tomto piipadé rovnéz znacné obtizné, stejné jako v piipade
pouziti chromatografickych metod.

S. Zavér

Z vyse uvedeného prehledu je zfejmé, Ze v soucasné dobé
existuje fada principidlné rozdilnych metod, jeZ mohou byt
pouzity pro kvantifikaci a charakterizaci transgenni DNA,
piipadné vysledného produktu jeji exprese v potravindch a po-
travindfskych vyrobcich. Pfi vybéru vhodnych detekénich me-
tod pro konkrétni materidl je vzdy pfedem nutné zvazit vypo-
védni hodnotu, citlivost, specifi¢nost a dal$si moznosti kazdého
metodického postupu. V souvislosti s tim je dilezité prihléd-
nout téz k charakteru, slozeni a ptivodu testovaného materidlu,
jez mohou ovlivnit extrakci DNA nebo bilkovin ze suroviny,
a zvolit dostate¢né mnozstvi kontrol, které by sniZily moZnost
vzniku fale$né pozitivnich i fale$né negativnich vysledka.
Vzhledem k tomu, Ze se vZdy jednd o analyzy citlivé na
presnost provedent, je laboratorni zru¢nost a zkusenost v dané
problematice nezbytnou podminkou pro dspésné testovani
GMO.
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K. Zdenkova, J. Pazlarova, M. Mackova, and K. Dem-
nerova (Department of Biochemistry and Microbiology, In-
stitute of Chemical Technology, Prague): Review of Detec-
tion Methods of GMO in the Raw and Processed-Food
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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Uvod

Uhlikové elektrodové materidly (skelny uhlik, uhlikova
vldkna, grafit) jsou béZné pouzivany pro elektroanalytickd
meéfeni. Tyto materidly maji obdobné vnitini usporadani — ve
své struktuie obsahuji Sesti¢lenné kruhy uspotddané do vrstev,
piicemz kazdy uhlikovy atom je vazan pomoci hybridnich sp?
orbitalii se tfemi sousednimi atomy. Zbyvajici 2p, orbitaly
ytvdreji systém delokalizovanych it elektrond, zajistujici elek-
trickou vodivost. Jednotlivé materidly se od sebe li${ zejména
velikosti a uspordddnim krystalickych domén. Povrch téchto
materidld je nehomogenni a obsahuje mnozstvi funkénich
skupin, nejcastéji karbonylové a hydroxyskupiny. Elektroche-
mické vlastnosti téchto materidli byly studovany béhem po-
slednich ti{ desetileti, a proto je pomérné hodné zndmo o vzta-
zich mezi strukturou materidlu a jeho reaktivitou' . Zcela jind
situace je u elektrodovych materidli na bazi diamantu.

Problematika vyuZit{ diamantovych elektrod pro elektro-
analytickd méfeni se zacala intenzivné zkoumat teprve v po-
sledni dobé, prvni prace v této oblasti byly publikovdny v osm-
desitych letech®>. Strukturni usporadani atomii v krystalové
struktufe diamantu je zcela odli$né od usporadani atomi v ma-
teridlech na bdzi grafitu. Kazdy atom uhliku je vdzan prostied-
nictvim svych sp® hybridizovanych orbitalii s dal§imi tyfmi
atomy, a vytvaii se tak pravidelné tetraedry. Diamant se vy-
znacuje mimofddnou mechanickou i chemickou stabilitou. Je
jednim z nejlepsich pfirodnich izoldtord a pro jeho elektroana-
Iytické vyuiitl’éﬁ8 je nutné jej dopovat atomy jinych prvkda.
Dopovani se nejcastéji provadi atomy boru a podle koncen-
trace dopantu Ize ziskat diamant s polovodivymi nebo poloko-
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vovymi vlastnostmi. Pokud je koncentrace atomi béru vyssi
nez celkovd koncentrace donorl (napi. dusikovych atomil),
vykazuje diamantovy materidl vodivost typu p.

Nejcastéji jsou diamantové elektrody pouzivany ve formeé
tenkych 7polykrystalick}fch film@. Diamantové filmy se pii-
pravuji®’ chemickou depozici par (CVD — chemical vapor
deposition) pfi pouziti Zhavenych vldken nebo mikrovlnného
ohfevu. K depozici diamantového filmu je nejcastéji pouzi-
vana smés methanu a vodiku pfi objemovém poméru C/H 0,5
az7 2,0 % a tlaku 10 az 100 torr. Dalsi parametry systémt jsou:
teplota nosi¢e 800 az 1000 °C, vykon mikrovinného zdroje
1000 az 1300 W, piipadné teplota vldkna ~2100 °C. Atomdrn{
vodik pritomny v reaktoru zabraiuje depozici nenasycenych
sp2 hybridizovanych uhlikovych struktur. Potlacuje se tak
vznik grafitického uhliku v diamantovém filmu. Dopovan{
bérem je dosazeno pfiddvanim diboranu do smési plynt,
pripadné je moZno pouZit pevny nitrid boru, ktery za podminek
panujicich v plazmovém hotdku postupné reaguje s atomar-
nim vodikem na diboran. Koncentrace atomti boru v diaman-
tovém filmu mohou dosdhnout az 10 000 ppm B/C, diaman-
tovy film pak vykazuje rezistivitu mensi nez 0,1 Q.cm. Za-
jimavé je, Ze pfi pouziti pevného nitridu boru je do krystalické
miizKky diamantu zabudovidno jen velmi mdlo atomt dusiku.
Jako nosic se nejcastéji pouzivd desticka z kiemiku s nizkym
odporem, lze pouzit i wolfram nebo molybden. Desticku je
nutno predem ocistit a prelestit brusnou smési sloZenou z dia-
mantového prasku a B,0;. Zachycené Cdstice slouzi jako
krystaliza¢ni centra pro rist diamantového filmu. Rychlost
tvorby diamantového filmu za popsanych podminek je zhruba
0,1 az 1,0 um.h'l, depozice filmi o tloustce nékolik mi-
krometri tak trvd fadové 24 hodin. Timto zptisobem je mozno
vyrobit diamantové filmy o plode az n&kolik cm? Vzniklé
filmy jsou polykrystalické, s ostrymi, dobfe vyvinutymi krys-
taly o velikosti 0,5 az 3 um.

Diamantové filmy poskytuji v Ramanovych spektrech cha-
rakteristicky 9pzis pii 1332 cm™, odpovidajici fononové linii
prvniho fddu’. Pfitomnost amorfniho uhliku nebo nediaman-
tovych uhlikovych inkluzi se v téchto spektrech projevi pfi
1500 az 1600 cm™". Kvalitni diamantové filmy vykazuiji v této
oblasti minimalni rozptyl.

Ve srovndni s ostatnimi uhlikovymi materidly se diaman-
tové filmové elektrody (DFE) vyznacuji mimofddnou stabili-
tou (cit.” a prace tam citované). Diamantové elektrody nevy-
kazuji zndmky poSkozeni pii anodické polarizaci v kyselych,
neutrdlnich i alkalickych roztocich, v pfitomnosti chlorido-
vych nebo fluoridovych anionti. U diamantovych filmt neby-
la za zminénych podminek pozorovdna diilkova koroze, zdrs-
néni povrchu, ani delaminace filmu. Elektrochemické vlast-
nosti DFE (cit.%”) jsou ovlivnény zejména typem dopantu
a jeho koncentraci, morfologickymi vlastnostmi (pfitomnost{
povrchovych defektli a primarn{ krystalografickou orientaci),
pfitomnosti necistot uhliku nemajicich strukturu diamantu
a druhem povrchové terminace (H, F, O aj.). Povrch diaman-
tového filmu terminovaného vodikem ma obdobnou strukturu
jako alkany, a proto md jen velmi nizkou tendenci adsorbovat
poldrni slouceniny z roztoku. Diky tomu jsou elektrodové



Chem. Listy 96, 33 — 38 (2002)

procesy, které zahrnuji adsorpci intermediatd na povrch elek-
trody (napf. vyvoj vodiku, kysliku nebo halogent) silné zpo-
maleny. Vyzaduji vétsi prepéti, aby probihaly dostatecné ry-
chle. Potencidlové okno, definované jako rozdil potencidld, pii
kterych dosahuje anodicky i katodicky proud hodnoty 50 LA,
je v neutrdlnich a kyselych roztocich u diamantovych elektrod
nejéastéji ~3,5 V. Napiiklad v 0,5 mol.I”! H,SO, dochazi
k vyvoji vodiku pti—1,25 V, kyslik se za¢ind vyvijet pti +2,3 V
(v. SVE)”. Potencidlové okno je znacné zdvislé na kvalité
diamantového filmu, Spickové diamantové filmy mohou mit
potencidlové okno az 4,4 V (cit.'%). Pokud viak diamantovy
film obsahuje velké mnoZstvi necistot (uhliku nemajiciho
strukturu diamantu), mize se velikost potencidlového okna
snizit na 2,5 az 2,7 V, coz je rozsah pozorovany u skelného
uhliku nebo u pyrolytického grafitu. Diamantové elektrody
diky svému Sirokému potencidlovému oknu umoziuji pro-
vadét elektrochemické reakce pfi potencidlech, kterych nenf
mozno (nebo pouze s velkymi obtizemi) dosdhnout jinym
zpusobem. Uvnitf potencidlového okna vykazuji diamantové
filmy velmi nizké hodnoty kapacity elektrické dvojvrstvy,
lazs uF.cm’z. Pro skelny uhlik byly zjistény hodnoty 30 az
40 uF.cm‘z. Prednosti diamantovych filmovych elektrod je
i podstatné nizsi zbytkovy proud a Sum ve srovndni napft. se
skelnym uhlikem. To md za ndsledek podstatné vylepSeni
poméru signdl/Sum, a tedy i meze detekce.

Amperometrickd detekce aminonaftalenti a aminobifeny-
1t na elektrodach ze skelného uhliku (GCE) patii dnes mezi
bézné pouzivané metody v HPLC a FIA. Aminonaftaleny
a aminobifenyly jsou stanovovdny v riznych matricich, napf.
v dehtu!', morské vodé'?, kizi hlodavca'® a jako piimési
v primyslovych chemikaliich'®. Separace litek je dosahovano
na reverznich fazich ve smésich methanolu nebo acetonitrilu
s pufrem pfi pH niz§ich nez 6,0. Ptlvlnovy potencidl jednot-
livych latek zdvisi na pH a sloZeni mobilni faze, pro méteni se
nejcastéji pouzivd potencidl +0,9 V (v. Ag/AgCl). Meze de-
tekce se pohybuji od 2.107® mol.17" do 2.107" mol.17". Préce,
zabyvajici se detekci nebo mechanismem oxidace aminona-
ftalen a aminobifenyli na diamantovych filmovych elek-
troddch (DFE) dosud publikovdny nebyly. V soucasné litera-
tufe je vSak mozno nalézt publikace vénujici se stanoven{
nékterych strukturné blizkych latek metodou FIA. Elektroche-
mickou oxidaci polyamint na polykrystalickych DFE v 1prt’l-
tokové injekéni analyze se zabyvali Koppang a spol.’® V
prostiedi uhli¢itanového pufru o pH 10,0 a vloZeném poten-
cidlu +0,78 V (v. Ag/AgCl) latky poskytovaly signdl linedrné
zdvisly na koncentraci v rozmezi 1.10° az 1.107 mol.17".
Hydrazin16 Ize stanovit pomoci FIA v prostiedi 0,1 mol.17!
NaOH pii vlozeném potencidlu + 0,75 V (v. Ag/AgCl). Line-
arnf kalibracni zdvislosti byly ziskdny pro koncentrace hydra-
zinu 1.107 a7 3.10~ mol.17", mez detekce byla 2. 10~ mol.17".
Granger a spol.8 publikovali FIA stanoveni dopaminu s line-
4rni koncentra¢ni zavislosti v rozmezi 1.107 az3.10~ mol.17!
a mezi detekce 3.10”° mol.17' v prostiedi 0,1 mol.17" fos-
fatového pufru (pH 7,2) pii vloZzeném potencidlu + 0,5 V (v.
Ag/AgCl). Stejni autofi® se vénovali stanoveni chlorpromazi-
nu v systému FIA. V prostfedi 0,01 mol.1™! HCIO, apfi +0,8 V
(v. Ag/AgCl) naméfili linedrni kalibracni pfimky pro koncen-
trace 3.107 a73.10 > mol.17!, mez detekce byla4. 10”7 mol.17".
Serotonin'” 1ze v metodé FIA rovnéz detegovat amperomet-
ricky na DFE s mezi detekce 1.107* mol.17.

V této préci jsou shrnuty vysledky srovndni DFE a klasické
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elektrody ze skelného uhliku jako pracovnich elektrod pro
amperometrickou detekci aminonaftalenti a aminobifenyli
v kapalinové chromatografii. Jako modelové slouceniny byly
zvoleny 1-aminonaftalen (1-AN) a 2-aminobifenyl (2-AB),
které patii mezi Casto stanovované genotoxické latky.

Experimentalni ¢ast
Piistroje a zafizeni

Pratokovy systém pro méteni ve FIA a HPLC rezimu byl
sestaven z vysokotlakého cerpadla MILTON ROY Consta-
Metric III (LDC Analytical, USA), autosampleru 717plus
(Waters, USA), elektrochemického detektoru s tenkovrstvou
celou BAS CC-5 (Bioanalytical Systems, Inc., USA), poten-
ciostatu OMNI 90 (Cypress Systems, Inc., USA) a zapisovace
Servogor 124 (LEM Instruments, Inc., USA). V systémech
FIA byl mezi pumpu a ddvkova¢ zatazovdn tlumi¢ pulzd
vyrobeny z plastové nddobky naplnéné sklenénymi kulickami
a oto¢ené dnem vzhidru. Tlumeni zajistoval maly objem stla-
¢eného vzduchu v horni ¢dsti nddobky. V piipadé HPLC
meéfeni byla do systému zarazena kolona Adsorbosphere HS
C18 (150 x 4,6 mm, 7 um, Alltech USA). Vsechna méfeni
byla provddéna za laboratorni teploty, kolona nebyla termo-
statovana. Kostry vSech piistroji byly vzdjemné spojeny a uze-
mnény do spolecného bodu.

Pritokova méfici cela byla zapojena tiielektrodové. Pra-
covni elektrodou byla desticka ze skelného uhliku GC-30
(Tokai Ltd., USA) o rozmérech zhruba 15 x 10 mm nebo
kfemikova desticka s diamantovym filmem obdobnych roz-
mért. Efektivni plochu elektrody uréoval otvor v 1 mm silném
neoprenovém té€snéni, jehoZ rozméry 9 x 1,5 mm byly stejné
pri vSech experimentech. Pokud uvazujeme 10% stlaceni gu-
mového tésnéni, byl objem méfici cely priblizné 12 ul. Jako
pomocna elektroda slouZzilo nerezové télo méfici cely a refe-
rentni elektroda byla argentchloridovd. GCE byla pied kaz-
dym méfenim opldchnuta destilovanou vodou, 3 minuty les-
téna na sametové tkaniné brusnym prdaskem (Alumina, Bueh-
ler Micropolish II, 0,05 wm, USA), opldchnuta destilovanou
vodou a sonikovdna dvakrat 10 min ve vodé€. Po opétovném
oplachnuti destilovanou vodou a vysuSeni byla pfipravena
k méfeni. Pouzitd elektroda D121698 byla tvofena polykrys-
talickym diamantovym filmem dopovanym atomy boru s do-
bfe vyvinutymi krystaly o velikosti 0,5 az 3 um na kfemiko-
vém nosi¢i. Ramanova spektra vykazovala intenzivni pds pri
1332 cm™, rozptyl pti 1500-1600 em™, typicky pro necistoty
amorfniho uhliku nemajici strukturu diamantu, byl velmi niz-
ky. DFE byla pied kazdym méfenim pouze opldchnuta des-
tilovanou vodou a vysuSena.

Reagencie

Zasobni roztoky modelovych sloucenin 1-aminonaftalenu
(Fluka, >99 %) a 2-aminobifenylu (Aldrich, 97 %) o koncen-
traci 1.1072 mol.I"! byly piipraveny v methanolu (Fisher Sci-
entific, USA). Roztoky o nizsich koncentracich byly pfipra-
veny fedénim zdsobnich roztokti methanolem nebo mobiln{
fazi. Pro piipravu mobilnich fdzi a roztokd standardd byla
pouzivana deionizovand voda (E-pure, Barnstead, USA), me-
thanol a acetonitril chromatografické ¢istoty (Fisher Scien-
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Tabulka I

Laboratornf piistroje a postupy

Velikosti Sumu (pA) a zbytkového proudu (pA) pro rizné mobilni faze pfi dvou riznych vlozenych potencidlech (v. Ag/AgCl)

Mobilni GCE (+0,1 V) DFE (+0,1 V) GCE (+0,5V) DFE (+0,5 V)
faze Sum zbytkovy proud Sum zbytkovy proud Sum zbytkovy proud Sum zbytkovy proud
I 37 -378 7 -14 56 5301 14 518
1’ 44 76 7 6 60 1446 16 657
1II¢ 56 233 16 72 72 2992 24 1968
v 44 245 8 88 44 2771 2 1566
A 44 141 9 51 40 3052 24 2370

20,1 mol.dm™ fosfitovy pufr o pH 4.,0; ° 0,1 mol.dm™ fosfitovy pufr o pH 7,0; € 0,1 mol.dm™ fosfitovy pufr o pH 9,0; ¢ 0,1
mol.dm™ fosfatovy pufr o pH 7,0/methanol (1:1, v/v); € 0,1 mol.dm™ fosfatovy pufr o pH 7,0/acetonitril (1:1, v/v)

tific, USA), hydrogenfosforecnan draselny, hydroxid draselny
(oba Fisher Scientific, USA) a kyselina trihydrogenfosfore¢na
(Mallinckrodt, Inc., USA).

Vysledky a diskuse

Sum a zbytkovy proud

Velikost Sumu zdkladni linie je vyznamnym parametrem
méficiho systému. Z hlediska ur¢eni meze detekce je vyhodné
oddélit konstantni slozku Sumu od Sumu nizkofrekven¢niho
a vysokofrekvencniho. Za konstantni slozku Sumu je odpo-
védny nabijeci proud elektrodové dvojvrstvy a elektrochemic-
ké reakce na povrchu elektrody. Tato slozka byva oznacovana
jako zbytkovy proud a toto oznaceni je pouzivano i v této praci.
Vysokd hodnota zbytkového proudu omezuje prakticky po-
na jeho kompenzaci. Ostatni slozky Sumu souvisi mimo jiné
s homogenitou elektrodového povrchu a piimo ovliviiuji meze
detekce analytl. V této praci jsou tyto slozky shrnuty pod
pojmem Sum.

Dosud publikované prace** dokumentuji nizky Sum na
DEFE v prostiedi vodnych roztoki soli. V ndsledujicich experi-
mentech bylo zjisStovdno, zda podobné nizky Sum a zbytkovy
proud je pozorovén i v pfipadé béZné pouzivanych mobilnich
fazi pro HPLC a FIA, tj. pufri a jejich smési s organickymi
modifikdtory. Vliv elektrody na sledované parametry byl zjis-
tovan v systému FIA pro fosfatové pufry o koncentracich
0,1 mol.17" a jejich smési s methanolem a acetonitrilem. Pfi
priitoku 1 ml.min~' a dvou vloZenych potencidlech +0,1 V
a+0,5 Vv. Ag/AgCl byl Sum i zbytkovy proud odecitdn presné
po 1 hodiné od vloZeni prisluSného potencidlu na elektrodovy
systém. Velikost Sumu byla méfena jako absolutni velikost
rozkmitu zdkladn{ linie v jednotkdch proudu, zbytkovy proud
pak jako velikost proudu zdkladni linie odecitand od polohy
pisdtka zapisovace pii rozpojeném elektrickém obvodu. Na-
méfené hodnoty jsou uvedeny v tab. 1.

Z tabulky je ziejmé, Ze diamantovd elektroda vykazuje
ve srovnani s GCE nizs{ hodnoty Sumu i zbytkového proudu
pro vSechny mobilni faze. Niz§{ hodnota Sumu u DFE je d4-
na malym mnozstvim povrchovych funkénich skupin schop-
nych elektrochemické reakce na pomérné homogennim po-
vrchu diamantového filmu. Nizkd hodnota zbytkového proudu
rovnéz souvisi s odliSnymi vlastnostmi povrchd obou elek-
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trodovych materiald, jejichz elektrické dvojvrstvy maji od-
lisnou kapacitu. Pritomnost organického modifikatoru a pH
mobilni faze vyraznéji neovliviiuji hodnoty Sumu u zadné
z elektrod. Zbytkovy proud u GCE i DFE je zna¢né ovlivnén
hodnotou pH, vliv md i pfitomnost organického modifika-
toru. Rozdily ve zbytkovém proudu mezi diamantem a skel-
nym uhlikem jsou vyrazné&jsi pfi niz§im vloZeném potencidlu
+0,1 Vv. Ag/AgCl a vice se projevuji s klesajicim pH mobiln{
faze.

Hydrodynamické voltamogramy

Hydrodynamické voltamogramy poskytuji zdkladni pred-
stavu elektrochemického chovdni studovanych analytt v pri-
tokovém systému. Jejich znalost umoziuje optimalizovat pod-
minky detekce, zejména vybrat vhodnou mobilni fazi a zvolit
nejvyhodnéjsi vloZeny potencidl.

Meéteni hydrodynamickych voltamogramt 1-AN a 2-AB
byla provadéna v systému FIA v mobilnich fazich obsahu-
jicich 50 % methanolu a 50 % fosfatového pufru o koncentraci
0,05 mol.17!, jehoZ pH bylo upraveno na pozadovanou hod-
notu pomoci roztokt H;PO, nebo NaOH. Priitok mobilni fize
byl 1,0 mL.min™". Kazdy bod hydrodynamického voltamo-
gramu odpovidd primérné vySce piku vypocitané z 10 ndstriki
20 pl roztoku analytu pfipraveného v prislusné mobilni fazi
(koncentrace 1.10° mol.17"). Uvaddéné hodnoty potencidli
jsou vztazeny k argentchloridové referentni elektrodé.

Z obr. 1 je patrné, Ze prubéh hydrodynamickych voltamo-
gramt 1-AN neni na obou typech elektrod totozny. 1-AN
poskytuje ve vSech mobilnich fazich na obou elektroddch
jednu hlavni vlnu, pfi¢emz v kyselych prostfedich se navic
objevuje pfi pozitivnéjSich potencialech jesté druhd vina. Viny
na skelném uhliku jsou ve srovndni s vlnami naméfenymi na
diamantu polozen€jsi, coz zfejme souvisi s vétsi odporem
elektrody ze skelného uhliku. Palvinovy potencial se snizuje
zhruba 0 30 mV (DFE) a 0 39 mV (GCE) na jednotku pH se
vzristajici hodnotou pH mobilni fize, pticemz hodnoty pilvl-
novych potencidlli jsou na diamantové elektrodé vyssi v pri-
méru o 100mV. Tento rozdil ptilvlnovych potencidld je ziejmé
zpusoben nizkou adsorpci meziproduktl elektrochemické oxi-
dace 1-AN na povrchu diamantového filmu, a proto je nutné
vySsSi prepéti, aby reakce probihala dostatecné rychle. Vysky
vin 1-AN nejsou piili§ rozdilné na obou typech elektrod,
nejvyssi vlna byla pozorovdna v ptipadé DFE pfi pH 6,0,
v ptipadé GCE pfi pH 4,0.
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Obr. 1. Hydrodynamické voltamogramy 1-aminonaftalenu (a, ¢) a 2-aminobifenylu (b, d) namérené pomoci diamantové filmové elektrody
(¢, d) a elektrody ze skelného uhliku (a, b) v mobilnich fazich methanol/fosfatovy pufr (1:1, v/v), pH pufru: O pH 2, O pH 4, ApH 5, V pH
6,OpH7,+pH8amMpH2, @ pHA pHN pHO6, € pH7,+pHS8, x pH 10, V- vyska piku, E — vloZeny potencidl

V pripadé 2-AB bylo pozorovdno obdobné choviani ana-
Iytu na obou typech elektrod jako v pripadé 1-AN (obr. 1).
2-AB poskytuje jednu az dvé viny v zdvislosti na pH mobiln{
faze a jeho vlny na skelném uhliku jsou vice poloZeny. S ros-
toucim pH klesd ptilvlnovy potencidl 2-AB na diamantovém
filmu v priméru o 32 mV na jednotku pH a na skelném uhliku
0 45 mV na jednotku pH. V rozmezi pH 5,0 az 8,0 jsou
pilvlnové potencidly 2-AB na DFE posunuty o 50 mV oproti
palvlnovym potencidlim naméfenym na GCE. Maximdlniho
signdlu je dosazeno pii pH mobilni faze 5,0 (diamant) a 7,0
(skelny uhlik).

Stabilita signdlu -
opakovatelnost méfeni

Nezbytnou podminkou pro praktické vyuziti analytické
metody je dostatecnd opakovatelnost a ¢asova stabilita sig-
ndlu. Stabilita signdlu v priitokovém systému s diamantovou
indikacni elektrodou byla srovndvdna se stabilitou signdlu
v systému s elektrodou ze skelného uhliku. K méfeni byl
pouzit roztok 1-AN o koncentraci 1.10”7 mol.1”! pfipraveny
v mobilni fdzi. Jako mobilni fize byly vybrany ty, u nichZ byl
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pozorovan nejvyssi signdl analytu. Pro systém s DFE byla
zvolena mobilni faze methanol/fosfitovy pufr pH 6,0 (1:1,
v/v) apro systém s GCE mobilni fize methanol/fosfatovy pufr
pH 4,0 (1:1, v/v). Pii prittoku 1 ml.min~! bylo ve zvolenych
casovych intervalech 10x nastfikovdno 20 ul roztoku 1-AN
do systému v reZimu FIA. Prvni série pik( byla nastiiknuta az
po dostate¢ném ustdleni zdkladni linie, tj. zhruba po dvou
hodindch od vloZeni napéti na elektrodovy systém. Vysledky
jsou zobrazeny na obr. 2.

Béhem trvan{ experimentu (celkem 8 hodin) doslo k po-
klesu signdlu 1-AN 02 % u DFE a0 5 % u GCE. Tyto hodnoty
jsou v8ak vzhledem k relativni smérodatné odchylce nizké
a lze tici, Ze nedochdzi ke statisticky vyznamnym zméndm
signdlu. Primérnd relativni smérodatnd odchylka z 10 nasttikt
¢inila pro diamant 6,6 % z plochy a 2,5 % z vysky, pro skelny
uhlik 7,7 % z plochy a 4,8 % z vysky. Celkova relativni
smérodatnd odchylka vypocitand ze vSech nastfiki béhem
experimentu byla pro diamant 12,7 % zplochy a 8,1 % z vysky,
pro skelny uhlik 12,5 % z plochy a 12,2 % z vysky.

Pokud uvazime velmi nizkou koncentraci analytu, pouzité
experimentdlni zafizeni a dlouhou dobu trvani{ tohoto experi-
mentu, 1ze konstatovat dobrou stabilitu signalu 1-AN na obou
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Obr. 2. Stabilita vysky (V) (®, O) a plochy (P) (M, O) piku
1-aminonaftalenu na diamantové filmové elektrodé (O, [J) a elek-
trodé ze skelného uhliku (® , B), podminky méfeni jsou uvedeny
vV textu

typech elektrod. Ze vzdjemného srovnani vychazi lépe dia-
mantovd elektroda, vykazujici nizs{ hodnoty relativnich smé-
rodatnych odchylek.

Tabulka II
Parametry kalibracni pfimky a meze detekce 1-aminonafta-
lenu a 2-aminobifenylu

Analyt Elektroda R Smérnice Usek Mez detekce
[mA.lmol']  [nA]  [mol.l™]
I-AN  DFE 09993 5,65+0,06 4,6+2,1 13.107
GCE 09999 7,43+0,03 -0,1x1,2 6,410
2-AB DFE 09981 3,17+0,05 59+19 1,2.107
GCE 0,9955 4,49+0,13 10,5+5,3 8,2.107

Separac¢ni metoda
a koncentrac¢ni zdvislosti

Separace smési 1-AN a 2-AB v reverznim chromato-
grafickém systému na oktadecylové koloné Adsorbosphere
HS C18 byla pozorovana v mobilni fizi methanol/0,01 mol.1™!
fosfatovy pufr o pH 6,0 (3:7, v/v). Reten¢ni Casy pfi pritoku
1,5 ml.min! byly pro 1-AN 2,1 min (k = 0,75) a pro 2-AB
3,5 min (k = 1,90). Vys§{ Sum zdkladn{ linie u elektrody ze
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30 nA

U

Obr. 3. Chromatogram smési 1-aminonaftalenu (¢, = 2,1 min)
a 2-aminobifenylu (¢, = 3,5 min) naméieny pomoci diamantové
filmové elektrody (a) a elektrody ze skelného uhliku (b), podminky
méfeni jsou uvedeny v textu

JUL

skelného uhliku pfi zhruba stejné velikosti signdlu je dobie
patrny z obr. 3.

Pro oba analyty byly prométeny kalibra¢ni zdvislosti v kon-
centraénim rozsahu 1.107"az 1.10™ mol.I"". K amperometrické
detekci byla pouzita jak DFE, tak GCE. Kalibracni zavislosti
byly linedrni na obou elektroddch v celém méfeném koncen-
tracnim rozsahu. Korela¢n{ koeficienty linedrni regrese jsou
srovnatelné, citlivost (smérnice kalibracni zdvislosti) je vyS$si
pro GCE (tab. II). Mez detekce byla spocitdna jako koncen-
trace poskytujici signdl rovny trojnasobku absolutni hodnoty
Sumu. Diky podstatné niZ$im hodnotdm Sumu je mez detekce
5% az 7x niz8i na diamantové filmové elektrod¢.

Autori dekuji za financni podporu Grantove agentuie Uni-
verzity Karlovy (grant ¢. 253/2001/B-CH/PrF).
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University, Lansing, U.S.A., ‘UNESCO 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 (107-10* mol.1™") 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
(1x1077 mol.I"! for both analytes) were 5—7 times lower for the
diamond-film electrode.
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Uvod

Soucasny zvySeny zdjem o allelochemikalie' je vysve-
tlitelny moznosti pouZiti téchto chemickych ldtek piirodni

syntetickych prostredki slouzicich k ovlivnéni riistovych fazi
rostliny ¢i k jeji ochrané pied napadenim $ktdci nebo plevely.
Mimo oblast agronomie najdou ldtky s allelopatickymi vlast-
nostmi vyuziti i v mnoha jinych oborech, jako je medicina,
farmacie, potravindfstvi, biologie atp.

Velkou &st allelochemikalii® tvoii fenolické latky, jejichz
vyznamnou skupinou jsou fenolkarboxylové kyseliny a jejich
derivaty. Uéinky fenolkarboxylovych kyselin na rostlinu jsou
velice rozdilné v zdvislosti na koncentraci a druhu slouceniny.
Stejnd latka mdZe v rozdilnych koncentracich proces aktivovat
iinhibovat. Obsah fenolickych ldtek v rostlinném materidlu je
zavisly na mnoha faktorech. Koncentrace fenolickych ldtek je
ddna rostlinnym druhem, vyvojovou fazi rostliny, ro¢nim
obdobim, polohou vii¢i okolnim rostlindm, stupném poskoze-
ni atd. Vhodnd a citlivd analytickd separa¢ni metoda ndm
umoziuje sledovat zdvislost obsahu fenolickych latek na né-
kterém ze zvolenych faktord.

Pro sledovéni funkce a dcinki fenolickych ldtek jiz neni
dostacujici stanoveni celkového obsahu fenolickych latek,
nybrz je nutné urcit koncentraci jednotlivych fenolickych
sloucenin a jejich tlohu. Tento tkol je splnitelny za pouZziti
modernich analytickych separa¢nich metod. V literatuie po-
psané elektroforetické separace podobnych skupin latek feno-
lické povahy ve vzorcich s jednoduchou matrici nejcastéji
pouzivaji metody zénové elektroforézy“’6 (CE) a miceldr-
ni elektrokinetické chromatografie7’8 (MEKC). Jako zdkladni
elektrolyt je nejvice pouzivan pufr boritanovy, fosforecna-
novy, uhli¢itanovy, nebo jejich smési®'% V metodach MEKC
se jako aditivum pfidava natrium-dodecyl-sulfat (SDS), hexa-

*  Autor pro korespondenci
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decyl(trimethyl)amonium-bromid (CTAB) a hexadimethrin-
-bromid'*!* (HDB). Doposud se vSak k separaci a stanoveni
fenolickych latek nejcastéji pouziva klasické metody kapali-
nové chromatografie® !¢

Ukolem této préce bylo ukdzat, Ze stejny tikol mizZe byt
vyfesen i za pouziti kapildrni elektroforézy s vysokym roz-
liSenim. Metoda CE byla optimalizovdna pro rozdéleni vy-
brané skupiny sedmi rostlinnych fenolickych latek (vanilinu,
ferulové, p-kumarové, p-hydroxybenzoové, salicylové, kdavo-
vé a protokatechové kyseliny), u kterych byl predpokladan
vyrazny allelopaticky dc¢inek.

Experimentalni ¢ast

Pro elektroforetickou separaci, identifikaci a stanoveni
vybranych fenolickych sloucenin byly pouZivdny pfistroje
Beckman P/ACE System 5510 ovlddany programem Gold
(Beckman Instruments, Fullerton, USA) a HP’P CE Instru-
ment ovlddany programem ChemStation (Hewlett Packard,
Analytical Division B4, Waldbronn, Némecko). Oba pristroje
byly vybaveny detektory s diodovym polem, kterymi byla
méfena absorpéni spektra v rozsahu 190—400 nm na pocatku,
ve vrcholu a na konci kazdého piku. Pro ddvkovdni vzorki
bylo pouzito hydrodynamické ddvkovdni vakuem (piistroj
Hewlett Packard) nebo tlakem plynu (pfistroj Beckman), které
pro dany typ vzorkd zajistovalo dobrou reprodukovatelnost
ddavkovaného mnozstvi vzorku.

Separace probihala pfi napéti 6 kV v nepotazené kiemenné
kapildfe Supelco-Select — FS75 o délce 31 cm (efektivni délka
22 cm), vnitinim prdméru 75 pm a vnéj$im priméru 363 um
naplnéné zdkladnim elektrolytem slozeném z 20 mmol.I”’
kyseliny borité a 60 mmol.I"" hydrogenfosfore¢nanu sodného
o pH 8,75. Pfed prvnim pouzitim byla kapildra iniciovdna
nejprve proplachnutim 0,1 mol.I"! roztokem kyseliny chloro-
vodikové, vodou, 0,1 mol.l™! roztokem hydroxidu sodného
a opét vodou, kazdou ldtkou vZdy po dobu 20 minut. Stejny
postup, se zkrdcenou dobou jednotlivych priplacht na 5 mi-
nut, se opakoval na zacatku kaZzdého dne méfeni. Mezi jednot-
livymi separacemi byla kapildra pfed ndstiikem vzorku pro-
plachovéna roztokem zdkladniho elektrolytu a po skonceni
separace vodou. Doba obou téchto priplachti byla 5 minut.
V pripadé vyskytu nezddoucich pamétovych efektl se tyto
obvyklé doby, které vyhovovaly pro vétSinu analyzovanych
vzorkd, aktudlné prodluzovaly.

Zékladni elektrolyt byl pfipraven rozpusténim odvazené-
ho mnozstvi kyseliny borité a hydrogenfosforecnanu nebo
dihydrogenfosfore¢nanu sodného (Fluka Chemie AG, Buchs,
évicarsko) v deionizované vodé (AquaDem 2, Tisnov, CR)
docisténé systémem Millipore Milli-Q RG (Millipore, Bed-
ford, USA). Pozadované pH elektrolytu bylo nastaveno roz-
tokem hydroxidu sodného (Fluka Chemie AG, Buchs, §V}7car-
sko).

Pro CE byly zdkladni roztoky standardli vanilinu, kdvové,
p-hydroxybenzoové (Fluka Chemie AG, Buchs, Svycarsko),
ferulové, salicylové, protokatechové (Serva Feinbiochemica,
Heidelberg/New York) a p-kumarové kyseliny (Sigma Che-
mical Comp., St. Louis, USA) pfipraveny rozpusténim piesné
odvazeného mnozstvi standardu v methanolu (Merck KGaA,
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Darmstadt, Némecko) a doplnény vodou. Roztoky standardi
a zdkladniho elektrolytu byly filtrovany membranovym fil-
trem s primérem 47 mm a velikost{ port 0,45 pm (Supelco,
Bellefonte, PA, USA) a byly uchovédvany v lednicce.

HPLC separacni systém Hewlett Packard model HP 1100
(Wilmington, USA) s detektorem s diodovym polem pouzival
kolonu Zorbax SB C , Rapid Resolution™ (75 x 4,6 mm i.d.,
velikost ¢astic 3,5 wm). Mobilni fdze byla sloZena z acetoni-
trilu a 0,5 % (v/v) octové kyseliny. Pro separaci bylo pouzito
linedrniho gradientu od 5:95 az na 30:70 (v/v) za 12,5 minuty
a pritoku 0,3 ml.min~'. Kolona byla temperovéna na teplotu
30 °C. Detekce byla provadéna pii 280 nm. Absorp¢ni spektra
byla snimdna ve vrcholu, patich a obou inflexnich bodech
kazdého piku v rozsahu 190-400 nm.

Pro pfipravu vzorkd a mobilni fdze byla pouzita rozpou-
Stédla a chemikadlie Merck (Darmstadt, Némecko). Zasobni
standardni roztoky fenolickych ldtek o koncentraci 10 mg.1™!
byly pfipraveny ve smési voda—methanol (30:70, v/v). Pra-
covni roztoky standardd pozadované koncentrace byly pripra-
vovany denné fedénim zdsobnich standardnich roztokt vodou.

Vzorky suchych rostlin (pryskyinik cibulkovy Ranuncu-
lus bulbosus — 8001, rozrazil rozekvitek Veronica chamaedrys
— 8010 a krvavec mensi Sanguisorba minor — 8012) a obilek
je¢mene (odrida Akcent v rlizném stupni zralosti) byly nej-
dffve jemné rozemlety na tfiStivém mlynku TZ 8017 (Oseva,
Technicky provoz n. p., Litomy3l, CR). Navdzka 0,5 g suché
travni hmoty (1,75 g obilek je¢mene) byla hydrolyzovana 40
(50) ml 1 M-HClI pod refluxem po dobu jedné hodiny. Extrakt
byl zfiltrovdn a doplnén na objem 50 ml. Alikvétni ¢dst 25 ml
byla opakované (3x15 ml) extrahovana diethyletherem (u su-
chych rostlin) nebo ethylacetdtem (u obilek je¢mene). Spojené
organické frakce byly vysuseny bezvodym siranem sodnym
a do sucha odpafeny na vakuové odparce pfi teploté 38+2 °C.
Odparek byl rozpustén v 0,5 ml smési methanol-voda (1:1,
v/v) pro CE separaci, nebo v roztoku mobiln{ fiaze pro HPLC.
Vznikly roztok byl pfed naddvkovanim filtrovan jednora-
zovymi filtry o priméru 13 mm a velikosti port 0,45 pm
(MetaChem, Torrance, USA).

Pii ptiprave vzorkd bylo pouzito rotacni vakuové odparky
Model 350 (Unipan, Polsko) a ultrazvukové lazné (Cole —
Parmer Instrument Comp., Chicago, USA). Kontrola pH z4-
kladniho elektrolytu byla provddéna na pH metru PHM 64 se
sklenénou elektrodou G 202B a nasycenou kalomelovou elek-
trodou K 401 (vSe Radiometer, Copenhagen, Ddnsko). Kali-
brace pH metru se provadéla denné standardnimi tlumivymi
roztoky o pH 7,00 a 9,18 (+0,01) pii 25 °C (Radiometer,
Copenhagen, Ddnsko). Pro tlakové ddvkoviani a proplacho-
vani kapildry byly pfistroje pfipojeny centrdlnim rozvodem na
generdtor dusiku Nitrobox N5 (Italfilo Energeering s. r. L.,
Grosseto, Itdlie).

Knihovna spekter separovanych ldtek

Pouziti detekce pomoci detektoru s diodovym polem umoz-
nilo identifikaci jednotlivych fenolickych litek ve vzorku
nejen podle migracnich a retencnich ¢asi, ale i vyhodnocenim
jejich absorpcnich spekter. Pro tento ticel bylo nutné vytvorit
knihovnu absorpcnich spekter vybranych fenolickych latek,
jejichz pritomnost byla v rostlinném materialu predpoklddéna.
Spektra standardnich latek byla ziskdna proméfenim standard-
nich roztokd, vzniklych rozpusténim 1 mg standardu v 1 ml
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methanolu a doplnénim na 5 ml vodou, pfi optimdlnich experi-
mentdlnich podminkdch. Spektra jednotlivych analytd vzor-
ku byla srovndvdna s odpovidajicimi spektry ve spektraln{
knihovné a shoda byla posouzena za pouziti hodnoty tzv.
faktoru shody (match factor, identickd spektra maji faktor
shody 1000). Hodnoty faktoru shody se pfi stanoveni vzork
jecment a travin pohybovaly v rozmezi 995-999.

Vysledky a diskuse

Optimalizace sloZeni a vlastnosti{
zdkladniho elektrolytu

Prvni fazi vyvoje elektroforetické separac¢ni metody bylo
stanoveni nejvyhodnéjsich vlastnosti zdkladniho elektrolytu
pro déleni vybrané skupiny fenolickych ldtek s predpoklada-
nymi allelopatickymi vlastnostmi.

Modelova smés sedmi fenolickych latek (vanilin, kdvova,
p-hydroxybenzoovd, ferulovd, salicylovd, protokatechovd a p-
-kumarova kyseliny) byla separovdna za pouziti uhli¢itanové-
ho tlumivého roztoku, tlumivého roztoku boritan/fosfore¢na-
nového a tlumivého roztoku boritan/fosforecnanového s pii-
davkem SDS nebo CTAB (1-60 mmol.I™}). Nejlepsiho roz-
liSeni bylo dosazeno pii pouziti smési boritan-fosfore¢nan.
Ptidavek aditiv do roztoku tlumice nevedl ke zvySeni roz-
liSeni. Proto byl jako zdkladni elektrolyt zvolen tlumici roztok
sloZeny z kyseliny borité a dihydrogenfosfore¢nanu sodného.

Prvnim krokem byla optimalizace poméru a koncentrace
jednotlivych slozek pufru. Byla testovdna koncentrace kyse-
liny borité v rozsahu 5 az 40 mmol.I"! a fosfore¢nanu v rozsahu
20 az 80 mmol.I"!, pH roztoki bylo udrzovano na konstantni
hodnoté. Optimdlni separace a délka analyzy odpovidala pufru
slozenému z 20 mmol.1" kyseliny borité a 60 nebo 40 mmol.I”’
dihydrogenfosfore¢nanu sodného. Zmény migracnich casi
jednotlivych latek s ménicim se sloZzenim zakladniho elektro-
lytu pouzitého k separaci jsou shrnuty v obrdzcich 1 a 2. Pri
separaci modelové smési standardd byl dostacujici rozdil po-
hyblivosti analyti odpovidajici elektrolytu s koncentraci fos-
fore¢nanu 40 mmol.1I"". Pro separaci redlnych vzorki, kdy se
v elektroforegramu objevuji piky dal$ich podobnych litek,
byly vhodnéjsi vétsi rozdily migracnich ¢asti dosahované pfi
pouziti pufru s 60 mmol.I"! fosfore¢nanu.

Dalsi velic¢inou, kterd zasadnim zptisobem ovliviiuje kva-
litu separace, je pH zdkladniho elektrolytu. Zasobni roztok
zdkladniho elektrolytu kyseliny borité a dihydrogenfosforec-
nanu sodného byl za michdni magnetickou michackou titrovdn
roztokem hydroxidu sodného na pozadovanou hodnotu pH.
V této fazi byla hodnota pH z neutrdlni postupné zvySovdna
s krokem 0,25 jednotky pH. Pro separaci se jako optimdlni
ukdzala hodnota pH 8,75. Pri nizsich hodnotich dochazelo
k nedostate¢né separaci, vyssi hodnoty vedly k velkému narti-
stu doby separace. Vzhledem k optimdlni hodnoté pH zdklad-
niho elektrolytu byl pfi dalsi préci tento elektrolyt pfipravovan
z kyseliny borité a hydrogenfosforecnanu sodného, ¢imz se
zmenS$ilo mnozstvi hydroxidu sodného potiebného pro nasta-
veni pH. Vliv ménictho se pH na migracni ¢asy jednotlivych
latek je shrnut v obr. 3.

Separace probihala za konstantniho napéti 6 kV. Pfi tomto
napéti dosahoval elektricky proud prochazejici kapildrou hod-
noty 90 LA. ZvySovdni separacniho napéti vedlo ke zmensSeni
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rozdil migracnich Cast separovanych ldtek, a tim i ke zhor-
Seni kvality separace (obr. 4).

Separace probihala v kapildfe, kterd byla v priibéhu méfent
termostatovana. Teplota separacni kapilary ovliviiuje rychlost
migrace analytd, kterd se s ndrGstem teploty zvysuje. Ddle
s rostouci teplotou dochdzi k rozsifeni pikd a klesd jejich

30 T T

t, Min

60
c, mmol.I™

90

Obr. 1. Zavislost migracniho ¢asu (;m) na koncentraci (c) fos-
fore¢nanu v zdkladnim elektrolytu (O vanilin, O ferulovd kyselina,
A p-kumarovd kyselina, x p-hydroxybenzoovd kyselina, < kdvova
kyselina, * protokatechova kyselina, + salicylova kyselina); separace
pri napéti 6 kV v kiemenné kapildfe o celkové délce 31 cm (efektivni
délka 22 cm) a vnitinim praméru 75 pm naplnéné zakladnim elektro-
lytem 20 mmol.I” kyselina boritd a 60 mmol.1” dihydrogenfosfo-
recnan sodny o pH 8,75
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Obr. 2. Zavislost migracniho ¢asu (¢ ) na koncentraci (c) boritanu
v zakladnim elektrolytu (O vanilin, O ferulové kyselina, A p-kuma-
rovd kyselina, x p-hydroxybenzoova kyselina, < kédvovd kyselina,
* protokatechovd kyselina, + salicylovad kyselina); experimentaln{
podminky viz obr. 1
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symetrie, coz vede ke sniZeni rozliSen{ pikd. Modelovad smés
byla separovdna pri teplotdch 25, 30, 35 a 40 °C. Pro analyzu
byla jako nejvhodné&jsi zvolena teplota 25 °C.

K ziskani kalibracnich zavislosti jednotlivych fenolickych
latek byly pouzity roztoky standardli o koncentraci 0,2; 2,0;
20,0 a 40,0 ug.ml’l, kde kazda ze ctyt pouzitych koncen-
traci jednotlivych standardl byla nezdvisle proméfena tfikrat.
Pro méfeni kalibracnich zavislosti byla pouzita vinova délka
254 nm (reference 450 nm), kterd vyhovovala vétsiné stand-
ardii. Korelacni koeficient kalibra¢nich zdvislosti byl ve v§ech
pripadech vyssi nez 0,999.

Vzhledem k matrici jednotlivych vzorki bylo mozné ob-
sah jednotlivych fenolickych latek stanovit metodou kalibrac-
ni kiivky. Meze detekce (LOD) a relativni smérodatné od-

Tabulka I

Migrac¢ni Casy (z,), meze detekce (LOD) stanovené z troj-
nasobku maximalniho kolisdni zakladn{ linie slepého pokusu
(3xh,,,) arelativni smérodatné odchylky méfeni (RSD), urce-
né ze tif nezdvislych opakovani pfi koncentraci 2 ug.ml’]
kazdé z elektroforeticky stanovovanych fenolickych ldtek;
podminky CE separace viz obr. 1

Analyt t LOD RSD
[min] [mg.ml'l] [%]
Vanilin 9,09 0,18 2,3
Kyseliny
ferulova 9,27 0,16 2,5
p-kumarova 10,25 0,10 2.4
p-hydroxybenzoova 10,67 0,10 3,5
salicylova 13,04 0,51 3,0
kdvova 17,98 0,13 6,0
protokatechova 25,00 0,15 6,4
60
t,,min L B
40 1
20 1
0 1 1 1 1 1 1 1
7,8 8,2 8,6 9,0 94

pH

Obr. 3. Zavislost migra¢niho ¢asu (¢,) na pH zdkladniho elek-
trolytu (O vanilin, O ferulovd kyselina, A p-kumarova kyselina,
x p-hydroxybenzoova kyselina, < kdvova kyselina, * protokatechova
kyselina, + salicylovd kyselina); experimentdlni podminky viz obr. 1
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Obr. 4. Elektroforegram stanoveni fenolickych liatek CE (ferulovd kyselina — 9,263 min, p-kumarova kyselina — 10,267 min, p-hydroxy-
benzoovd kyselina — 10,702 min, kdvova kyselina — 17,954 min, protokatechovd kyselina — 24,946 min) ve vzorku 8010 rozrazil rozekvitek

Veronica chamaedrys; experimentdlni podminky viz obr. 1
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Obr. 5. Elektroforegram stanoveni fenolickych latek CE (vanilin — 8,989 min, ferulovd kyselina — 9,302 min, p-kumarova kyselina — 10,247
min, p-hydroxybenzoova kyselina — 10,681 min, kavova kyselina — 18,007 min, protokatechova kyselina 25,013 min) ve vzorku AII — obilky

je¢mene odridy Akcent; experimentdlni podminky viz obr. 1

chylky méfeni (RSD), urcené ze tif nezdvislych opakovani pfi
koncentraci 2 ug.ml™' kazdé ze stanovovanych fenolickych
latek jsou shrnuty v tabulce I a doplnény migra¢nim Casem.
Meze detekce za podminek zvolenych pro stanoveni vybra-
nych fenolickych latek byly stanoveny z trojndsobku maxi-
malniho kolisdni zakladn{ linie slepého pokusu (3xh, ).
Stanoveni obsahu vybranych
rostlinnych fenolickych ldtek
metodami CE a HPLC

Analyza redlnych rostlinnych materiald s sebou pfindsi
problém slozité matrice obsahujici velké mnozstvi ldtek s po-
dobnymi vlastnostmi, a tim i velice podobnymi, nebo dokonce
totoZnymi, migracnimi Casy, jako maji hledané analyty. Dals{
problém ptindsi skutecnost, Ze se stanovované fenolické latky
nenachdzeji jako volné, ale mohou byt v rostliné pfitomny
v rlznych konjugovanych formdch. Proto, aby byla analyza
viibec mozn4, je nutné oddélit analyty od osnovy a izolovat je
z pozadovanych konjugovanych forem.
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Vhodné podminky separace, ziskané optimalizaci elektro-
foretického systému pro rozdéleni modelové smési fenolic-
kych sloucenin, byly pouzity pro stanoveni fenolickych latek
s allelopatickymi vlastnostmi ve vzorcich suché travni hmoty
a obilek jeCmene.

Ve trech vzorcich suché travni hmoty a ctyfech vzorcich
obilek je¢mene, pfipravenych k analyze vySe popsanym zpi-
sobem, byla stanovena vybrand skupina fenolickych slouc¢enin
s allelopatickymi vlastnostmi vysSe popsanou metodou kapi-
larni elektroforézy s vysokym rozliSenim.

Elektroforeticky systém byl nastaven na idedlni podmin-
ky separace, stanovené na modelové smési standardnich roz-
tokl. Na elektroforegramu vzorkd se na rozdil od modelové
smési vyskytly i piky dalSich v rostliné obsaZenych latek (obr.
4 a 5). Proto byl ke stanoveni fenolickych litek v redlnych
vzorcich jako zdkladni elektrolyt zvolen pufr s 60 mmol.l™!
fosfore¢nanu, pii jehoz pouziti se vice lisily migracni casy
stanovovanych ldtek. Metodou HPCE dosaZené vysledky by-
ly srovndny s vysledky stanovenymi metodou HPLC. Stanove-
ni{ HPLC probihalo za podminek popsanych v literature 15 na ko-
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Tabulka IT

Mnozstvi fenolickych ldtek [ug. g’]] stanovend metodou CE v jednotlivych vzorcich travin (pryskyinik cibulkovy Ranunculus
bulbosus — 8001, rozrazil rozekvitek Veronica chamaedrys — 8010 a krvavec mensi Sanguisorba minor — 8012) a obilek jecmene
(odrtda Akcent v rtizném stupni zralosti) spolu se srovndvacimi hodnotami ziskanymi HPLC; podminky separace CE viz obr. 1;
mobilni faze byla sloZena z acetonitrilu a 0,5 % (v/v) kyseliny octové, byl pouZzit linedrni gradient od 5:95 az na 30:70 (v/v) za
12,5 minuty a priitok 0,3 ml.min"%; kolona byla temperovana na teplotu 30 °C

Metoda Vzorek Vanilin Kyseliny
ferulova p-kumarovd p-hydroxybenzoovd  kdvovad protokatechovd
Trdvy
HPCE 8001 0,20+0,02 0,28+0,01 0,19+0,02 - 0,82+0,03 1,42+0,03
8010 - 0,32+0,03 1,41+0,02 0,29+0,04 1,24+0,05 0,28+0,02
8012 - 0,29+0,01 0,20+0,02 0,31+0,02 0,70+0,03 -
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
Jecmeny
HPCE Al 5,03+0,16 18,95+0,15 7,21+0,07 1,21+0,05 1,93+0,07 7,82+0,05
ATl 3,27+0,07 10,69+0,04 4,05+0,10 2,47+0,04 5,84+0,06 1,06+0,03
ATl 5,52+0,12 28,01+0,16 10,52+0,02 8,60+0,12 1,80+0,07 3,85+0,04
ATV 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 Al 4,96+0,12 19,49+0,10 7,24+0,07 1,29+0,06 1,82+0,06 7,69+0,05
ATl 3,23+0,08 10,61+0,09 3,89+0,04 2,45+0,05 5,81+0,04 1,22+0,03
Al 5,45+0,06 28,15+0,05 10,65+0,06 8,56+0,07 1,74+0,06 3,70+0,05
ATV 3,75+0,05 27,35+0,05 11,05+0,07 7,19+0,06 1,75+0,04 3,21+0,04
loné¢ ZORBAX SB C,; bez pouziti v literatufe popsané SPE plikace v podobé slozité matrice vzorku, liSici se vzorek od
predseparace. Piiprava vzork pro HPLC i CE byla totoz- vzorku, kterd obsahuje velké mnozZstvi interferujicich latek
nd, liSila se pouze v posledni fazi, kdy pro nastfik do HPLC velice podobnych vlastnosti. Metoda CE umoznila stanoveni
byl suchy odparek rozpustén v roztoku pouZité mobilni hodnot koncentrace analytd ve vzorcich travin i jeCmene.
faze. Pfitomnost vysoké koncentrace neidentifikované latky s veli-
Mnozstvi fenolickych latek stanovend kapildrni elektro- ce blizkym migra¢nim ¢asem ve sloZité matrici vzorki travin
forézou v jednotlivych vzorcich travin a obilek je¢mene jsou znemoznila stanoveni nékterych analytd (kyseliny protoka-
shrnuta v tabulce II spolu se srovndvacimi hodnotami ziska- techové a vanilinu v krvavci, kyseliny p-hydroxybenzoové

nymi HPLC. Vysledky méfeni koncentrace fenolickych latek v pryskyiniku a vanilinu v rozrazilu).
(vanilin, ferulovd, p-kumarovd, p-hydroxybenzoova, kdvova
a protokatechovd kyseliny) ukazuji na rozdily v obsahu feno-
lickych ldtek v zdvislosti na rostlinném druhu ve vzorcich
suSenych rostlin pryskyiniku, rozrazilu a krvavce. Vzorky
riizné zralych obilek jecmene Akcent demonstruji zménu ob-
sahu v odlisnych riistovych fazich rostliny.

_Problematika byla FeSena v rdmci vyzkumného zdméru
MSMT CR, reg. ¢. MSM 432100001 a grantu GA CR reg.
¢ 521/99/0863.
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Laboratorni piistroje a postupy

J. Vlcek, B. Klejdus, and V. Kuban (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 — FS75, effective length 22 cm, total
length 31 cm, 75 wm LD., 363 um O.D.) was performed at
6 kV in 20 mmol.I"" boric acid and 60 mmol.I"! Na,HPO,
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.
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