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Uvod

Stiibro ve formé nanocastic (tj. material, v némz ma vice nez 50 % Castic alespon jeden
rozmér mensi nez 100 nm) se pfidava do bézné pouzivanych vyrobku, jako jsou kosmetické
vyrobky, sportovni obleceni ¢i funkéni obaly. V soucasné dobé se kromé aplikace nanocastic,
zkouma rovnéz jejich vstup do Zivotniho prostiedi [1] a nasledné potencidlni kontaminace
potravinaiskych produktd. Stiibro v iontové form& je netoxické, ale bezpecnost
nanocasticového stiibra je stale spornd. Celkovy obsah stiibra v potravinach je velmi nizky
a zpravidla neprekraduje jednotky ng.g”, ale itakto maly hmotnostni zlomek piedstavuje
velky pocet &astic, pokud je stéibro pfitomno pievazné v nanocasticové formé [1, 2].

Experimentalni ¢ast

V této praci bylo stanoveno stifbro ve formé nanoc¢astic (Ag NP) v potravinach (v mouce
achlebu) analyzou jednotlivych ¢&astic hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym
plazmatem (sp-ICPMS). Instrumentalni analyze ptedchazela enzymaticka digesce simulujici
traveni v zaZivacim traktu ¢lovéka. Simulované traveni nejprve probihalo za ucasti pepsinu
v prostiedi zfedéné HCI, a nasledné pankreatinem pti pH 7,5. Cely proces traveni probihal
pti 37 °C. Takto enzymaticky natravené potravinové matrice s piidavkem/bez piidavku
disperze nanocastic stiibra (60 nm Ag NP) byly zfedény roztokem stabiliza¢niho ¢inidla
(zelatina) a analyzovany technikou sp-ICPMS.

K analyzam byl pouzivan ICP-hmotnostni spektrometr Nexion 350 D (Perkin-Elmer)
pracujici pii ptikonu 1100 W. Pfed analyzou byly optimalizovany pfistrojové parametry
(poloha hlavice, prutok Ar zmlzovacem, iontova optika) tak, aby bylo dosazeno maximalni
citlivosti pro *’Ag pii zmlzovani roztoku obsahujiciho 1 ng.mlI™ ionti Ag*. Po piechodu
do rezimu analyzy 1jednotlivych castic byl upraven prutok vzorku peristaltickym Cerpadlem
nacca 0,3 ml.min™ a pfesnd hodnota pratoku byla zaznamenana a zapsana mezi parametry
méfeni. Analyza spoGivala v zdznamu intenzity nuklidu *’Ag s vysokym &asovym rozligenim
(perioda méfeni 0,1 ms) po dobu 120s, takze celkovy pocet bodli v ¢asovém zdznamu
intenzity byl 1 200 000. Pouzitim standardni disperze nanocéastic (100 nm Ag NP) ziedéné
na koncentraci po&tu astic N = 95000 ml™ byla stanovena transportni G&innost potfebna
pro kvantifikaci poctu ¢astic v analyzovanych vzorcich. Transportni G¢innost se pohybovala
V rozmezi cca 0,07-0,08.
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Vysledky méfeni vzorkid byly zpracovany pouzitim programového vybaveni spektrometru
a dale pomoci programu MS Excel byly ureny koncentrace poctu castic a sestrojeny
histogramy rozdéleni ¢etnosti velikosti (praméra) ¢astic [2, 3].

Vysledky a diskuse

Pfi zvolenych instrumentalnich podminkach je pro objektivni méfeni poctu ¢astic nutné
vzorek ziedit tak, aby koncentrace podtu astic nepiesdhla hranici cca 10° ml™ [2, 4].
Experimenty s pSeni¢nou moukou obohacenou o nanocastice stfibra (nominalni velikost 60
nm) v davce 2 pg Ag a 0,2 ug Ag na navazku ukazuji, Ze v€tSina nanoc¢astic po simulovaném
traveni ziistava nerozpusténd, tj. koncentrace poctu astic je z vychozi hodnoty 95 000 ml™*
snizena pouze o 10-12 %. Pfi celkové koncentraci vSech forem stfibra v méfeném vzorku 100
pg.ml’l je obsah stiibra v rozpusténé forme po digesci pouze cca 20 pg.ml’l.

Distribuce velikosti ¢astic se méni z pivodni nejcetnéjsi hodnoty 59+1 nm na 54+1 nm
po digesci. Soudasné se objevuje mensi frakce drobnych &astic o velikosti cca 20 nm.

Zavér

Analyza jednotlivych ¢éastic hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem
(sp-ICPMS) umoziiuje stanoveni poétu cCastic a stanoveni jejich velikostni distribuce
i ve vzorcich s velmi malou celkovou hmotnostni koncentraci stéibra. Bylo zji§téno, Ze
stfibrné nanocastice v mouce po enzymatické digesci z vetsi Casti (cca 90 %) zlstavaji
a modus velikosti nanocastic se zmensil pouze o jednotky nanometra.

Tento zjednoduSeny model traveni potravin poukazuje na skutecnost, Ze alespon Cast
nanocasticového stiibra obsazené¢ho v potraving pietrva béhem traveni a mize dale pronikat
do vnitinich organti konzumenta.

Literatura
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Uvod:

Praca je zamerand na chemickl charakterizaciu meteoritickej vzorky a vulkanitu pomocou
met6dy hmotnostnej spektrometrie sekundarnych iénov (SIMS, Secondary lon Mass Spectrometry).
Prave preto, Ze vulkanity si presli podobnym procesom tavenia ako aj meteority pri prelete
atmosférou, sa predpokladalo, Ze su si tieto dve horniny podobné. Skimanymi objektmi boli vyvrty
z vnutra meteoritu Kosice, jeho flzna vrstva a vulkanicka hornina zo sopky Mauna Loa. VVzorky boli
v hmotnostnom spektrometri sekundarnych iénov bombardované bizmutovymi primarnymi iénmi
Bi* s pradom 1 pA. Z dévodu nevodivosti vzoriek bolo nutné kompenzovat naboj pomocou
elektronového neutraliza¢ného dela.

Experimentalna ¢ast’:
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Obr. 1 - Princip SIMS pristroja

Principom hmotnostnej spektrometrie sekundarnych iénov je atomarne bombardovanie povrchu
pevnych latok primarnymi iénmi s velkou energiou. Tato energia musi byt vy$Sia ako vazbova
energia castic, ktora je v rozsahu 10 eV az 100 eV. Primarny i6n dopadne na povrch materialu, kde
zrazenym Casticiam preda svoju kineticku energiu, ¢im vznika kolizna kaskéda, ktorej vysledkom je
emisia atomov, molekul a klastrov.

Priméme iény
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Vysledky a diskusia:

Porovnavali sa spektrd meteoritu Kosice, jeho flznej vrstvy a vulkanickej horniny v pozitivnej aj
v negativnej polarite. Vybrané boli najviac zaujimavé fragmenty a izotopy, ktoré boli v jednotlivych
spektrach pozorované v rdznych pomeroch. V pozitivnej polarite bolo najviac Zeleza v meteorite,
zatial’ ¢o hlinika a draslika vo vulkanite (Tab. 1). Pri kremiku a jeho izotopoch boli pozorované
vyrazné rozdiely v jednotlivych pomeroch (Tab. 2).

Meteorit Kogice Flzna vrstva Vulkanicky kamer
[counts] [counts] [counts]
Fe* 1,3-10% 2,4-10* 1,0-10%
Al* 2,0-10 2,5-10* 1,0-10
K* 1,5-10 2,5-10? 1,210

Tab. 1 — Tabulka normalizovanych intenzit vybranych katiénov

w . | Pomer Meteorit Kosice Fuzna vrstva | Vulkanicky kamen
zastupenie na Zemi
28gj* 92 % 31 47 32 26
2Gj+ 5% 2 10 1 2
30Sj+ 3% 1 1 1 1

Tab. 2 — Tabul’ka pomerov izotopov kremika

Pri negativnych spektrach sa zistilo, Ze kyslika, kremika a fluéru sa nachadza najmenej vo fuznej
vrstve. Pri izotopovej analyze chléru nebol zisteny tak vyrazny rozdiel ako pri izotopoch kremika.

Meteorit Kosice Flzna vrstva Vulkanicky kameri
[counts] [counts] [counts]
O 1,3-10* 3,4-107? 4,0-10*
Si- 2,8-10" 9,4.10* 3,8:10°%
F 2,7-10? 2,3-10°° 1,5-107

Tab. 3 — Tabulka normalizovanych intenzit vybranych aniénov

w . | Pomer Meteorit Kosice Fuzna vrstva | Vulkanicky kamen
zastlpenie na Zemi
35CI- 76 % 3,17 3,25 3,33 3,6
3ICI- 24 % 1 1 1 1
Tab. 4 — Tabulka pomerov izotopov chléru
Zaver:

Na zaklade ziskanych poznatkov je mozné potvrdit, ze SIMS metdda je vhodna na analyzu
meteoritickych vzoriek. Do budtcna by bolo vhodné preskamat’ viac fragmentov, aj d’alSie prvky
aich izotopy katiénov aj anidénov, ktoré by tieZ mohli dopomdct’ k identifik&cii mimozemskych
objektov.

Literatdra

[1] McSween Y. H., Huss R. G. (2010) Cosmochemistry. Cambridge University Press, New York,
USA, p. 29
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Uvod

Rychld odstrediva délici chromatografie (z anglického FCPC - Fast centrifugal partition
chromatography) je separa¢ni metoda slouzici k déleni a izolaci ptirodnich i syntetickych slougenin,
s cilem purifikace a zkoncentrovani jednotlivych latek. Principialng je FCPC chromatograficka
metoda typu kapalina-kapalina, kdy jednotlivé kapaliny nejsou mezi sebou misitelné a jsou tvofeny
jednim ¢&i smési rozpoustédel. Prvni smés tohoto dvoufazového systému je vyuzita jako stacionarni
faze, druhd poté jako fdze mobilni. Separace latek probiha na zakladé rtizné afinity a rozdélovaciho
koeficientu k mobilni a stacionarni fazi. V soucasnosti je dostupnych jen omezené mnozstvi studii,
které se problematice separace fytokanabinoidnich latek pomoci FCPC vénuji.

Projekt, pii kterém bylo FCPC pouzito, je zaméfen na optimalizaci metody pro separaci
fytokanabinoidt, biologicky aktivnich latek obsaZenych v rostliné Cannabis. Cilem je vytvofeni
takovych podminek, aby b&hem jediného procesu separace bylo mozné od sebe oddélit do rtiznych
frakci jednotlivé fytokanabinoidy a ty nasledné purifikovat.

Experimentalni ¢ast

V prvni ¢asti procesu je stacionarni fazi naplnéna kolona (v tomto piipadé rotor to¢ici se pii vysokych
otackach), v dalsi fazi poté skrze rotor protékd mobilni faze s rozpusténymi analyty. Ty pak vychazi
ze zatizeni s riiznou retenci a jsou sbirany do jednotlivych frakci. Frakce se odebiraji do ptipravenych
zkumavek a jsou analyzovany UV detektorem pii nastavenych vinovych délkach. Tato piedbézna
nespecifickd analyza slouzi k vytipovani vhodnych frakei, které se nasledné spoji, odpafi se
rozpoustédlo, odparek se rozpusti v etanolu a provede se analytickd koncovka, v naSem piipadé
metoda kapalinova chromatografie ve spojeni s vysoko-rozliSovaci hmotnostni spektrometrie
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Doposud bylo provedeno celkem 11 experimentu, které se 1isily v nasledujicich parametrech. Ménila
se pouzita rozpoustédla (heptan, hexan, pentan, etyl-acetét, voda, ethanol, isopropanol a aceton) a
jejich pomér, dale pH (pfidanim kyseliny mravenci na hlading 0,01 — 0,02 %), doba analyzy a mod

analyzy (descending — mobilni faze ,,lower phase* (polarngjsi, t&zsi faze) / stacionarni faze ,,upper
phase* (nepolarngjsi, leh¢i faze) ¢i ascending — naopak).

Vysledky a diskuse

Vysledky prvnich méfeni nebyly uspokojivé, separace jednotlivych fytokanabinoidi nebyla
dostateéna a bylo dosazeno nasledujicich maximalnich &istot jednotlivych fytokanabinoidi; CBDA
35 %, CBD 33 %, A>THC 18 %. Postupnym pozméhovanim jednotlivych parametrti doglo
k vyraznému zlepSeni separace, nejvice se pro tuto chvili osvéd¢ila kombinace pentanu, etyl-acetatu,
isopropanolu, ethanolu a vody s pfidavkem 0,01% kyseliny mravenc¢i. Pii tomto experimentu doslo
k téméf stoprocentnimu oddéleni kanabidiolové kyseliny (CBDA) do prvnich 4 frakci, soucet
ostatnich majoritnich fytokanabinoida v této frakci byl nizsi nez 3 %. Ve &tvrté frakcei byl obsah CBD
75,89 % pii zanedbatelném zastoupeni A°>-THC i THCA (pod 0,05 %), v posledni Sesté frakci byl
naopak zvyseny obsah A>-THC 27,21 % a THCA 13,01 % v porovnani s CBD (1,3 %). I piesto, ze
A°-THC a CBD piedstavuji izomerni latky, jejich separace se za téchto podminek ukazuije jako velmi
ucéinna.

Zavér

Dosavadni vysledky ukazuji, ze vyuZiti rychlé odstfedivé délici chromatografie pro separaci
fytokanabinoidnich latek ma velky potencial. Moznost rozdéleni jednotlivych izomert ¢&i strukturné
podobnych latek (s velmi odlisnou biologickou aktivitou) za kratky ¢as do riznych frakei a jejich
nasledna purifikace je vyzva, pro kterou je tento zpiisob chromatografie velmi vhodny. Vyzkum je
teprve na pocatku, ale jiz nyni bylo dosazeno prvnich dilezitych mezikrokd pti optimalizaci metody
pro budouci $ir$i vyuziti. Naslednd prace se bude soustiedit na dal$i optimalizaci parametrii
vychézejici z predchozich poznatki a snahu o co nejefektivngjsi oddéleni vSech hlavnich
fytokanabinoidd obsaZenych v konopném extraktu. Mimo jiné bude pozornost vénovéna i minoritnim
fytokanabinoidiim a dal§im biologicky aktivnim latkam vyskytujicim se v rostlinch konopi.

Podékovani

Mé pod&kovani patti celému Ustavu analyzy potravin a vyzivy pti VSCHT Praha, jmenovité pak
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Uvod

Kadmium v jeho elementarnej podobe je mékky, striebrobiely kov. Je to velmi toxicky prvok,
karcinogén, teratogénny, vyrazne posSkodzujuci obli¢ky [1,2]. Nikel je biely, feromagneticky, kujny
a tazny kov. Dlhodobé vystavenie sa vysokym davkam niklu sposobuje zniZenie hmotnosti,
poskodenie srdca apedene a zapaly koze. [3,4]. Kobalt je leskly, Sedy, krehky kov, ktory je
najlepsie znamy pre vytvaranie intenzivnej modrej farby v skle a farbach. Vyznamnou aplikéciou
kobaltu su takzvané tvrdé kovy. Vystavenie sa kobaltu moze spdsobit’ ubytok hmotnosti,
dermatitidu a respiratnii precitlivenost’ [5,6,7]. Zelezo je striebrobiely, leskly, kujny a tazny, pre
technické ucely vsak prili§ makky kov. Vdychovanie nadmernych koncentracii oxidu zeleza moze
zvysit' riziko vzniku rakoviny plac [8,9].

Ciel'om tejto prace bolo navrhnut’ pracovny postup multiprvkového stanovenia kovov Cd, Co, Ni
a Fe vyuzitim plameiiovej atbmovej absorpcnej spektrometrie s vysokym rozlisenim.

Experimentalna cast’

Pri tejto praci sme pouzivali vysokorozliSovaci atbmovy absorpény spektrometer s kontinudlnym
zdrojom Ziarenia ContrAA 700 s plamefiovou atomizaciou. V praci sa pouzil trbinovy horék s dizkou
100 mm. Ako palivo sme pouzili zmes acetylén-vzduch. Pracovali sme pri vinovych dizkach 228,725
nm pre Fe, 228,781 nm pre Co, 228,8018 nm pre Cd a 228,840 nm pre Ni. Ako hlavnu spektralnu
¢iaru sme pouzili spektralnu ¢iaru kadmia.

Vysledky a diskusia

Pred za¢iatkom samotného merania sme optimalizovali pracovné podmienky vysku hordka a
prietok paliva. Z nameranych hodnét sme uréili optimalnu vysku 10 mm a prietok 65 L/h. Nésledne
sme uréili hodnoty LOD a LOQ. Pre Fe je LOD = 2,9 mg/L, pre Co je LOD = 2,6 mg/L, pre Cd je
LOD = 41 ng/L, pre Ni je LOD = 5,0 mg/L. Pre Fe je LOQ = 9,7 mg/L, pre Co je LOQ = 8,7 mg/L,
pre Cd je LOQ = 0,14 mg/L, pre Ni je LOQ = 17 mg/L. Dalej sme uréili linedrne koncentraéné
rozsahy: Fe 9,7 — 100 mg/L, Co 8,7 — 100 mg/L, Cd 0,14 — 20 mg/L, Ni 17 — 100 mg/L. TaktieZ sme
vyjadrili opakovatelnosti stanovenia pomocou relativnej smerodajnej odchylky. Opakovatelnost’
stanovenia pre Fe je RSD = 2,1 %, pre Co je RSD = 1,7 %, pre Cd je RSD = 2,3 %, pre Ni je RSD =
3,6 %.

Zaver

Z nameranych a zistenych hodndt vyplyva, ze navrhnuty pracovny postup je vhodny na
multiprvkovd analyzu kovov Cd, Co, Ni a Fe. Z hodndt LOD, LOQ a linedrneho koncentraéného
rozsahu vyplyva, Ze stanovenie Cd je vyraznejsie CitlivejSou metddou oproti ostatnym analyzovanym
prvkom. V dbsledku toho je tento pracovny postup vhodny na analyzu vzoriek z tazkého priemyslu
a priemyslu spracovania a tpravy kovov, kde st tieto vy pritomné vo vyssich koncentraciach.
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Uvod

V dnesnej dobe, kedy sa zvySuje zaujem o ukladanie elektrickej energie a jej vyuzitie v
technickom priemysle, ale aj v beznom Zivote, sa do popredia dostava najmé pouzivanie litiovych
batérii. Litium sa v medicine pouZiva uz dlhodobo na lie¢bu psychickych chordb, no nadmerné
mnozstva mézu spdsobit’ aj zdravotné komplikacie. Litium je tuhy alkalicky kov, ktory sa
v periodickej tabulke prvkov nachadza v 1. skupine a 2. peridde. Je to reaktivny prvok s nizkou
hustotou (p = 0,534 g/cm?®), ktory patri medzi najl'ahsie kovy na zemi a jeho pary maji hneda farbu
[1]. Na vzduchu je nestaly a pokryva sa vrstvou korozivneho a agresivneho hydroxidu litneho
(LiOH). Elementarne litium sa ako prvok v prirode nevyskytuje, nachadza sa len v zli¢eninach,
Vv ktorych je jednomocny. Kovové litium sa vyraba elektrolyzou roztavenej eutektickej zmesi 55%
LiCl a 45% KCI [2]. V dnesnej dobe patria litiové batérie a akumulatory k vel'mi perspektivnym
prostriedkom pre dlhodobejsie uchovanie elektrickej energie.

Atoémova absorpéna spektrometria (AAS) je metoda zaloZena na Kirchhoffovom zékone,
podla ktorého su vol'né atomy v plynnom skupenstve schopné absorbovat’ elektromagnetické
Ziarenie pri takej vinovej dizke, pri ktorej tieto atomy sami emituju elektromagnetické Ziarenie.
Meria sa absorbancia (A). Absorbancia je dana Lambert-Beerovou rovnicou: A:Iog%.

Na hodnotenie konkrétneho stanovenia metddou AAS sa pouZivaju tieto dblezité parametre:
charakteristicka koncentracia, medza detekcie a medza stanovitelnosti [3].

Ciel'om prace bolo optimalizovat’ a overit’ postup stanovenia koncentracii litia vo vzorkach
mineralnych vod a obsah litia v Li-ion elektrickom ¢lanku metédami klasickej a vysokorozliSovacej
atomovej absorpénej spektrometrie s plamefiovou atomizaciou

Experimentalna ¢ast’

Experimentalna Cast’ prace bola realizovana na dvoch pristrojoch a to atdomovy absorpény
spektrometer PYE UNICAM SOLAAR 939 a v ktorom bola ako zdroj Ziarenia pouzita vybojka
s dutou katodou pre prvok litium. Druhy pristroj bol vysoko rozliSovaci atomovy spektrometer
s kontinualnym zdrojom ziarenia ANALYTIK JENA ContrAA700. Na vznik plametia sme v oboch
pristrojoch pouzili zmes acetylén-vzduch.

Na pripravu roztokov sme pouzivali Standard litia s koncentraciou 1,0000 g/l. Roztoky sme
zarébali na dané koncentrécie s pridavkom kyseliny dusiénej a dopiiali vodou. Nasledne boli
analyzované vzorky s obsahom litia.
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Vysledky a diskusia

Optimalizovali sme pracovné podmienky obidvoch pristrojov, a to vysku horaku a prietok
paliva (acetylénu). Na pristroji Solaar 939 z technickych pri¢in nebolo mozné d’alej pokracovat’,
preto sme Ciasto¢nu validaciu stanovenia a analyzu vzoriek vykonali len pomocou
vysokorozliSovacieho AAS spektrometra s plamefiovym atomizatorom. Po optimalizacii
pracovnych podmienok a ¢iastoénej validacii sme vykonali aj analyzy niekol’kych realnych vzoriek.
Analyzované vzorky boli Li-ion elektricky ¢lanok a mineralne vody. Zist'ovali sme aj vplyv
pritomnosti kyseliny chlorovodikovej na stanovenie litia vo vzorke Li-ion elektrického ¢lanku
a stanovili koncentraciu litia vo vzorkach. Vytaznost’ stanoveni pridavkov bola od 96,8-101%.
Stanovend hmotnost’ litia jednej batérie bola (37,7+0,8mg) a hmotnost’ litia na 1 g batérie bola
(13,4+0,3 mg).

Zaver

Pomocou optimalizacie a ¢iastoénou validaciou sme preverili postupy 2 metod: LS-FAAS a
HR-CS-FAAS. Na zaklade prace mézeme tvrdit’, Ze pomocou HR-CS-FAAS je mozné stanovit’
koncentracie litia v Li-ion elektrickych ¢lankoch a v roztokoch mineralnych vod. Tieto poznatky by
sa dali aplikovat’ ¢i uz pri hladani novych lozisk litia alebo stanoveni koncentracie litia vo vodach
a v elektronickom odpade.
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Uvod

Konopi je rostlina z ¢eledi Cannabaceae, ktera je bohata na obsah biologicky aktivnich
latek, z nichz nejznaméjsi jsou fytokanabinoidy.! Kromé& psychoaktivnich ugink@ nékterych
fytokanabinoidii (zejména delta-9-tetrahydrokanabinol (A®-THC)) vykazuji antimikrobialni,
struktuie na kanabinoidni kyseliny a alkyfenoly. Kanabinoidni kyseliny nevykazuji zadné
psychoaktivni ucinky, ale ptedstavuji prekurzory, ze kterych vlivem fyzikalnich faktorti (vyssi
teplota, svétlo) vznikaji dekarboxylaénimi reakcemi piisluiné biologicky aktivni alkyfenoly.®
Pti zpracovani konopi (suseni) a vyrobé konopnych produkti (tepelné zpracovani) dochazi
k degradaci téchto kyselin a vzniku mnoha prosp&nych latek (kanabidiol (CBD) -
neuroprotektivni a antioxida¢ni Gcinky), zaroven vSak mutize dochazet i ke vzniku potencidlné
nebezpeénych psychoaktivnich latek ( AS-THC).*

Cilem prace bylo sledovani zmén v profilu majoritnich fytokanabinoid pti plisobeni zvy$enych
teplot.

Experimentalni ¢ast

V ramci projektu bylo analyzovano konopi odridy Finola jak v Gerstvém, tak i suSeném
stavu. Rostlina byla suSena pti 45 °C po dobu 3 dni a pii 105 °C do konstantni hmotnosti (2
hodiny). Byla provedena kvantitativni analyza 12 fytokanabinoidti (viz. Tabulka &. 1).
K analyze byla vyuzita metoda ultrati¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou
vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii (UHPLC-HRMS/MS).

Tabulka ¢. 1 — Sledované fytokanabinoidy ve vzorcich

kanabidiolova kyselina (CBDA) kanabigerolova kyselina (CBGA)
kanabidiol (CBD) kanabigerol (CBG)
A’-tetrahydrokanabinolové kyselina A (A>-THCA A) | kanabidivarinova kyselina (CBDVA)
A’-tetrahydrokanabinol (A%-THC) kanabidivarin (CBDV)
A®-tetrahydrokanabinol (A%-THC) tetrahydrokanabidivarin (THCV)
kanabinol  (CBD) Kanabichrom (CBC)

Vysledky a diskuze

V erstvém konopi prevladaly analyty CBDA a AS-THCA-A. Vlivem tepla byl ve
vzorcich zaznamenan narGst koncentraci kanabinoidnich alkyfenoli, pravdépodobné jako
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disledek dekarboxylace prekurzorovych kyselin. Oproti ¢erstvému vzorku konopi byl v tepelné
naméhaném konopi piitomen analyt AS-THC, ktery je izomerem A°-THC, vznika aZ p¥i vyssich
teplotach (105 °C). Dale také vlivem suSeni vzrostla koncentrace CBN, ktery je oxida¢nim
artefaktem AS-THC.
Na obrazku ¢&. 1 jsou znazornény u¢inky zvySenych teplot na obsah kanabinoidnich kyselin
a alkyfenolt v konopné rostling.

XIC: m/2=357,2066 Susené konopi (45 °C)

CBDA XIC: m/2=357,2066 Susené konopi (105 °C)

CBDA XIC: m/2=357,2066 Cerstvé konopi CBDA
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Obrazek &. 1 — vliv fyzikdlnich faktord na obsah fytokanabinoid®
Zavér

Vlivem zvySené teploty byl zaznamenan pokles koncentraci prekurzorovych kyselin, a
naopak nartist koncentraci kanabinoidnich alkyfenold. Pfi teploté 105 °C dochazi téméft k tplné
dekarboxylaci kyselin, avSak konverze zpohledu nové vznikajicich alkyfenoli neni
stoprocentni. Plusobenim tepla tak nedochazi pouze k dekarboxylacnim reakcim, ale také
k oxidaci a izomeraci fytokanabinoidi. Uvedené zmény v obsahu fytokanabinoidi se tak
promitnou do biologické aktivity konopi.
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Uvod

Porfyrinova barviva se fadi mezi pifrodni potravinaiska tetrapyrrolova barviva, neboli
tetrapyrroly a patii k zastupciim dusikatych heterocyklickych slouéenin. Jejich struktura je tvorena
Ctyfmi pyrrolovymi jadry spojenymi v tetrapyrrolovém (porfyrinovém) kruhu prostfednictvim
methinovych miustki v poloze a [1,2]. Kromé porfyrinovych barviv byly pro analyzu pouzity
antioxidanty, konkrétn¢ flavonoidy a fenolické kyseliny, obvykle pfitomné v rostlinném materialu.
Ob¢ tyto skupiny barviv ptedstavuji komplexni smési, které nelze snadno analyzovat pomoci
konven¢ni kapalinové chromatografie. Pro separaci slozit&jsich vzorkl lze pouZzit dvourozmérnou
kapalinovou chromatografii (2D LC), ktera vyuZiva dvou riznych chromatografickych proces na
dvou odlisnych kolonach. V komplexni 2D LC je vystup z kolony prvniho separaéniho procesu
postupné odebiran a davkovan do systému druhého rozméru, pomoci automatickych spinacich
ventilti a smycek, kde dochazi k dalsi separaci.

Experimentalni ¢ast

K analyze byly pouZity ¢tyfi pevné standardy porfyrinovych barviv - chlorin e4, chlorin €6,
protoporfyrin IX a feoforbid-a, které byly rozpustény v acetonitrilu, avzorek sodné soli
chlorofylinu. Dale bylo pro analyzu pouzito 22 standarda flavonoidu.

Analyza standardd byla provadéna na kolonach Kinetex Polar C18 (velikost ¢astic 2,6 um,
rozméry 150 x 3,0 mm), Kinetex HILIC (velikost ¢astic 1,7 pm, rozméry 100 x 2,1 mm) a Kinetex
Biphenyl (velikost &astic 2,6 um, rozméry 150 x 3 mm). Jako mobilni faze byla pouzita voda a
acetonitril. Do vody byly dale pfidavany aditiva (octan amonny, kyselina mravenci, kyselina octova
a mravencan amonny) vzdy o koncentraci 50 mM. Teplota termostatu kolon béhem analyzy byla
30 °C, vlnova délka pro méteni standardi a vzorku byla 400 nm a vinova délka pro méfeni mrtvého
objemu v HILIC, pro ktery byl pouZit acenaften, byla 254 nm.

Vysledky a diskuze

Cistota standardd barviv byla ovéfovana pomoci hmotnostni spektrometrie. Separace
pomoci spojeni LC/MS probihala za gradientové eluce a s pouzitim dvou typi kolon
v systému s obracenymi fazemi a v chromatografii hydrofilnich interakci. Majoritni pik
v zaznamech byl identifikovan jako cilova slozka, tedy standard. Zbylé minoritni piky byly
identifikovany jako pfipadné nelistoty ¢i izomery dané slozky.

Daéle byly standardy separovany na kolon¢ Kinetex HILIC pomoci izokratické eluce pii
riznych pomérech mobilnich fazi a s nékolika typy aditiv mobilnich fazi (viz experimentalni ¢ast).
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Z naméfenych hodnot byly vytvofeny grafy zavislosti logaritmu retenéniho faktoru na koncentraci.
U grafu byla zjisténa linedrni zavislost, dale bylo zjisténo, Ze s rostouci koncentraci vodné slozky
klesa retence, coz potvrzuje separacni mechanismus chromatografie hydrofilnich interakci.
Pti porovnani jednotlivych aditiv byl jako nejlepsi pro analyzu vyhodnocen mravencan amonny
vzhledem k tomu, Ze poskytoval nejvétsi retenci studovanych latek, nejvétsi smérnici zavislosti,
pH bylo v kyselé oblasti a také nejvétsi iontovou silu, proto byl mravencan amonny zvolen jako
mobilni faze pro 2D LC analyzu.

Pro ovéfeni retenénich charakteristik na druhé kolon& Kinetex Biphenyl v systému
S obracenymi fazemi byly provedeny experimenty gradientové eluce. Byly provedeny experimenty
zamétené na sledovani vlivu rozpoustédla vzorku na separaci. Vzorek byl analyzovan v acetonitrilu
a acetonitrilu s riznymi piidavky vody, coz simulovalo ptevod frakci ve 2D systému
z chromatografie hydrofilnich interakci. Nejlepsi separace probéhla v ptipadé fedéni, kdy bylo
k zasobnimu roztoku pfidano nejvétsi mnozstvi destilované vody, konkrétné 100 pl. S rostouci
koncentraci acetonitrilu dochazi k deformaci a rozsiteni pikli, coz se miZe projevit hor$im
zaznamem separace V druhé dimenzi. U protoporfyrinu IX byla deformace pikd nejvyznamnéjsi,
nicméné Ize shrnout, Ze piiprava vzorku v 80 — 100 % (v/v) by neméla nasledné RP separaci Cinit
vyrazngjsi problémy.

Nakonec byla sestavena aparatura pro dvoudimenzionalni kapalinovou chromatografii.
Analyza probihala ve spojeni dvou typt kolon Kinetex HILIC (100 x 2,1 mm) a Kinetex Biphenyl
(50 x 4,6 mm). V rezimu 2D LC byly testovany rizné profily gradientu, velikosti smy¢ek a doby
prepinani pro oddéleni standardi porfyrinovych barviv, chlorofylinového vzorku a smési
antioxidaénich standardi. Ze zaznamu chromatogrami bylo patrné, Ze vzorek obsahuje velké
mnozstvi latek, pfi¢emz pro jejich identifikaci by bylo potieba provést analyzu ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii, coz predstavuje dalsi smér vyzkumu v této oblasti.

Zavér

Tato prace se zabyvala optimalizaci separace pfirodnich barviv pomoci kapalinové
chromatografie. Nejprve byla provedena kontrola ¢istoty dostupnych standardd za pouziti LC/MS.
Pro realizaci dvourozmérné kapalinové chromatografie bylo studovéno reten¢ni chovani sloucenin
V systému s obracenymi fazemi (RP) a vreZimu hydrofilnich interakci (HILIC) s vyuzitim
ortogonalnich separaénich mechanismd vhodnych pro 2D LC. Byla studovana retence za pouziti
riznych stacionarnich fazi (RP: oktadecyl silikagel a bifenyl, HILIC: silikagel) a pfisad do mobilni
faze (octan amonny, mravencan amonny, kyselina mravenc¢i a kyselina octova). Hodnotili jsme
ucinek rozpoustédla vzorku na separaci pomoci riznych smési acetonitrilu a vody. Na zavér byly
provedeny separace standardt porfyrinovych barviv a vzorku v rezimu 2D LC.
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Uvod

Prispevok sa zaobera problematikou znecistenia pitnej vody arzénom v oblasti obce Pohronsky
Bukovec, nakol’ko v minulosti boli v §tudovanej oblasti zistené vysoké koncentracie arzénu, ktoré
nevyhovovali poZziadavkdm na kvalitu pitnej vody [1].

Dlhodoba expozicia pitnej vody s nadlimitnymi koncentraciami arzénu spdsobila v uplynulych
rokoch vazne zdravotné problémy. Epidemiologické Stadie preukazali stivislost’ medzi chronickou
expoziciou arzénom a rakovinou koze, pluc, mocového mechura, pripadne pecene, obliciek
aprostaty. Arzén je toxickd karcinogénna latka spdsobujuca oxidaény stres, ktord ma ako
teratogénne, tak aj mutagénne ucinky [2]. Na zaklade tychto skuto¢nosti doslo k sprisneniu noriem
a ako maximalna irovent kontaminantu v pitnej vode sa stanovila koncentracialO pg/L arzénu.

Na zaklade spominanej legislativnej zmeny muselo dojst’ aj k zvySeniu G¢innosti zniZovania
jeho koncentracie a k optimalizacii doteraz vyuZivanych procesov. Arzén je ocelovosiva, leskla,
vel'mi krehka krystalicka latka, ktorej hlavnym zdrojom s mineraly vo forme arzenidov a sulfidov
S0 zna¢nou schopnost'ou kumulacie v rie¢nych sedimentoch [3]. Okrem prirodzeného vyskytu sa
do prostredia do zna¢nej miery distribuuje antropogénnou ¢innostou. Spomedzi najdostupnejsich
technologii na znizovanie jeho koncentracie je so zretefom na vSeobecné trendy aplikované
vo vodarenskom sektore najpouzivanejsia adsorpcia arzénu na sorbenty na baze zeleza [4].

Cielom predkladanej prace bolo zhodnotit’ kvalitu pitnej a povrchovej vody z hl'adiska obsahu
arzénu v lokalite Pohronsky Bukovec na zéklade experimentalne stanovenych koncentracii arzénu
v odobranych vzorkéch vody, atym vyhodnotit’ uginnost’ technolégie pouzivanej na znizovanie
jeho koncentrécie.

Experimentalna ¢ast’

Vzorky boli odobraté v marci 2019 z piatich odberovych miest a nésledne v nich bola zistena
hodnota pH a stanovena koncentracia arzénu. Na meranie pH bol pouzity pH/ISE Benchtop Meter
ThermoScientificOrion A214. Obsah arzénu bol analyzovany metdédou atomovej absorpénej
spektrometrie (AAS) v chemickom laboratériu Regionalneho Gradu verejného zdravotnictva
(RUVZ) v Banskej Bystrici. Na analyzu bola pouzita technika tvorby hydridov (HG AAS), ktora je
pre dané stanovenie As 3tandardnou akreditovanou metoédou na RUVZ. Na analyzu bol pouzity
pristroj FIAS 100 PerkinElmer 4100ZL. Hydridy boli tvorené v prietokovom systéme
FlowlInjectionAnalyser 100. Vyhodnotenie odozvy pristroja bolo uskuto¢nené metodou kalibracnej
krivky.
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Vysledky a diskusia

Stanovené hodnoty koncentracie arzénu v nefiltrovanych a filtrovanych vzorkach boli
porovnatelné. Na zaklade analyzy bolo zistené, Zze v odobratych vzorkach pitnej vody nebola
prekroéena najvyssia medzna hodnota pre arzén (10 pg/L), av8ak v pripade koncentracie arzénu v
surovej vode prekracovala limitné hodnoty pre pitni vodu desat’ az patnastnasobne (Tab.1).

Tabulka 1 — Stanovené koncentracie arzénu v jednotlivych vzorkach (1 az 5) pred a po filtracii

Vzorka Odberové miesto Stav Koncentracia / (ng/L)
1 povrchova voda pred Upravou nefiltrovana 805+ 17
filtrovana 79,3+1,6
o . nefiltrovana 41+0,1
2 pitna voda z RD ¢. 44 filtrovana 31401
3 5 Kvsl4 nefiltrovana 1,3+0,5
pramen £ysia filtrovana 1,1+04
o . nefiltrovana 2,81+0,1
4 pitna voda z RD ¢. 41 filtrovana 2.77 40,09
5 ovrchova voda pred Upravou nefiltrovana 629+13
P P P filtrovana 61,4+1,3

Vzhladom na tieto skuto¢nosti doslo k potrebe modernizovat’ technoldgiu Upravy surovej vody.
V sGi¢asnosti sa na opisovan upravu surovej vody s nadlimitnou koncentraciou arzénu pouZiva
dvojstupniovil filtraciu s automatickym pranim filtrov s filtraénym materidlom a sorbentom.
PouZivaju sa tlakové filtre s nemeckym Zzelezitym sorbentom GEH.

Zaver

Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, Zze v siasnom obdobi je metdda pouZivana na znizovanie
koncentracie arzénu v surovej vode dostatoéne a¢inné a zabezpeluje znizovanie obsahu arzénu tak,
7e¢ jeho hodnoty neprekracujii povolenti najvy$$iu medzni hodnotu. Po Uprave sa tak moze
bezpecne distribuovat’ ako pitna voda.

Pod’akovanie

Touto cestou vyslovujem pod’akovanie veducej Oddelenia chemickych analyz Ing. BoroSovej,
PhD. a Ing. Nagyovej, PhD. z Regionalneho Uradu verejného zdravotnictva v Banskej Bystrici za
poskytnutie priestorov pri stanovovani arzénu.

Tento prispevok bol vypracovany v ramci rieSenia projektu VEGA &. 1/0291/19 a 1/0489/16.

Literatara

[1] Pinkeovd, A. Znizovanie koncentrdcie arzénu v pitnej vode v oblasti Pohronského Bukovca,
Zhornik recenzovanych prispevkov studentskej vedeckej konferencie UKF a UMB, Banska
Bystrica, 09.04.2019, Prirodovedec ¢. 703, 2019.

[2] Flora, S. J. S. Handbook of Arsenic. London : Academic Press, 2015. 752 s.

[3] Herndndez-Munoz, M.A. 2006. Arsenic: Inorganic Chemistry. In ZINGARO, AR. :
Encyclopedia of Inorganic Chemistry. [s.1.] : John Wiley & Sons, Ltd., 2006. pp. 1 — 21.

[4] Pinkeova, A. Charakteristika, fyzikdlne, chemické a toxikologické viastnosti a moznosti
stanovenia zlicenin arzénu. Bakalarska praca, UMB v Banskej Bystrici, 2019.

19



21. celoslovenska studentska vedeckd konferencia s medzindrodnou ucastou
6.11.2019, Chémia a technoldgie pre zivot

VALIDATION OF THE METHOD FOR FOOD ADDITIVES

DETERMINATION

Bc. Aliaksandra Kharoshka, Ing. Ale§ Krmela, doc. Dr. Ing. Véra Schulzova
Vysokda Skola chemicko-technologickd v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha
alexandrahoroshko@gmail.com

Introduction

Food additives represent a group of compounds intentionally added to food to perform
specific technological purposes like shelf life extension, color renewal and/or modification and
flavor or texture modification in the manufacture, processing, storage or transport. Their use is
regulated by Regulation (EC) Ne 1333/2008 and for some of them maximum limits have been
established, especially for the synthetic ones. Therefore, control of compliance with these limits is
necessary. For this purpose, method using an ultra performance liquid chromatography coupled to a
single quadrupole mass spectrometer for determination of synthetic food additives in drinks was
developed. Validated method involves 20 food additives in total: 11 food colors, 7 sweeteners and 2
preservatives. It is also capable of determination of 2 flavorings, vanillin and ethylvanillin, and 2
purine alkaloids, caffeine and theobromine. Fluorescein is the only analyte which is not an additive
and which is not allowed to be added to food. Complete list of target analytes is summarized in
Table I.

Table I: List of target analytes

Analyte ’ E code ’ lonization | m/z Analyte ‘ E code ‘ lonization ‘ m/z
Food colors Sweeteners
Tartrazine E 102 ESI+ 469.0 Acesulfame K E 950 ESI- 162.0
Sunset yellow FCF | E 110 ESI- 407.0 Aspartame E 951 ESI+ 295.1
Azorubine E 122 ESI- 457.0 Cyclamic acid E 952 ESI- 178.1
Ponceau 4R E 124 ESI- 537.0 Saccharine E 954 ESI- 182.0
Erythrosine E 127 ESI+ 880.9 Sucralose E 955 ESI- 395.0
Allurared AC E 129 ESI+ 453.0 | Neohesperidin DC | E 959 ESI- 611.2
Patent blue V E 131 ESI+ 561.2 Neotame E 961 ESI+ 379.2
Brilliant blue FCF | E 133 ESI+ 749.2 Flavorings and Purine alkaloid
Green S E 142 ESI+ 555.1 Vanillin - ESI- 151.0
Brilliant black BN | E 151 ESI- 778.0 Ethylvanillin - ESI+ 167.1
Fluorescein - ESI- 331.3 Caffeine - ESI+ 195.1
Preservatives Theobromine - ESI+ 181.1
Sorbic acid E 200 ESI- 111.0
Benzoic acid E 210 ESI- 121.0

Experimental part

Presented study focuses on optimization and validation of extraction procedure for solid
matrices starting with ketchup as a model matrix. Because of physical-chemical structures of
analytes, extractions at pH 3, 8 and 11 were tested. Each sample undergoes three times repeated
extraction process of solvent addition, sonication and centrifugation.
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The analytes were separated by ultra-high performance liquid chromatography (Acquity
UPLC, Waters, USA) on a reverse-phase column (BEH C18, 100 x 2.1 mm; 1.7 um, Waters, USA).
A single quadrupole mass analyzer was used for detection (QDa, Waters, USA). Electrospray
ionization in both positive and negative modes was used. The resulted chromatogram contains
peaks of all the analytes. For validation of the method accuracy, precision, and robustness were
tested.
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Tima

Results

According to the data acquired it may by assumed that extraction of preservatives is not pH
dependent. Best validation parameters for sweeteners were acquired using extraction at pH 3, for
food colors at pH 11, except for Green S. It is also possible to extract all target analytes, except for
erythrosine, at pH 8, but this procedure is more time-consuming and results in higher values of
relative standard deviation (RSD>10%). Thus, such conditions are mostly suitable for screening,
while for quantitative determination of specific groups of additives it is preferable to choose acidic
or alkaline extraction. However, erythrosine was the only analyte that preferred pH 11 extraction
due to the solubility. Overall recovery values for alkaline and acidic procedures were in the range
of 80-110%, relative standard deviation values were less than 10%.
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Uvod

Canavanovej ochorenie (CD) je zriedkava autozomalne recesivna vrodena metabolicka porucha.
V dosledku deficiencie enzymu aspartoacylazy (ASPA) sa nemetabolizuje Kkyselina N-
acetylasparagova (NAA), ¢o vedie k zvySovaniu jej koncentracie v mozgu a nasledne v telovych
tekutinach. NAA je markerom niekol’kych d’alsich neurologickych ochoreni, ako st schizofrénia,
roztrisena skler6za, Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, Huntingtonova choroba a
amyotropna lateralna sklerdza, ale narozdiel od CD je pri tychto ochoreniach hladina NAA v mozgu
zniZzend. Pacienti sCD maji spongiéznou degeneraciu bielej hmoty v mozgu, ktord vedie k
zavaznym psychomotorickym nevyhodam, hypoténii a makrocefalii. Diagnostické metddy sa
zaloZené na urCeni charakteristickych patologickych zmien bielej hmoty, na enzymatickom teste na
aktivitu ASPA, na molekularnej diagnostike na irovni génov, a na stanoveni NAA ako biomarkera
CD v mot¢i, plazme, sére, mozgovomiechovej tekutine a plodovej vode pomocou LC-MS/MS
[1,2,3].

Ciel'om prace bolo vyvinit’ metdédu na stanovenie NAA v suchej kvapke krvi (SKK) pomocou
LC-MS/MS.

Experimentalna ¢ast’

Zasobny roztok NAA (Sigma-Aldrich) o koncentracii 5,47 mmol/l a zasobny roztok vnitorného
Standaru (IS) D3-NAA (98,8%, CDN) o koncentracii 5,71 mmol/l bol pripraveny v destilovanej
vode (Fisher Scientifc). Pracovné roztoky NAA (2,86 pumol/l) a D3-NAA (68,4 nmol/l) sa
pripravili riedenim zasobnych roztokov v 80% metanole (Fisher Scientifc). Kalibra¢né roztoky v
rozsahu 1430-11,2 nmol/l NAA boli pripravené postupnym riedenim pracovného roztoku NAA v
pomere 1:1 zmesou 80% metanolu. Pridavalo sa 20 pl do vysledného objemu 100 pl (rozsah
zodpoveda 9,5 — 0,07 mmol/l NAA v SKK).

Z SKK (na filtranom papieri 903 Mar-Con Diagnostic Card, EMERGO Europe) zdravych
kontrol a pacientov s CD sa vyrezal teréik @ 3 mm (zodpoveda ~ 3 pl krvi) a vlozil sa do
mikrotitra¢nej platnicky (PP-mikrotitracna platnicka 96-jamkova, ploché dno, Greiner Bio One),
pridalo sa 20 pl pracovného roztoku IS a 80 ul 80% metanolu. Platnicka sa utesnila ochrannou
foliou a trepala sa 25 minuat pri 600 ot./min. pri laboratornej teplote. Nasledne sa extrakty preniesli
na nova mikrotitra¢nt platni¢ku. Po odpareni extraktu dosucha nasledovala derivatizicia na
butylestery pridanim 60 pl derivatiza¢ného ¢inidla 3 M HCI v 1-butanole (Sigma-Aldrich) pri 60°C
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pocas 15 mintt. Po odpareni zvy$kov derivatizaéného ¢inidla dosucha pradom tepla v digestore sa
pridalo 100 pl rekonstitu¢ného rozotoku 50% metanolu s obsahom 0,1% kyseliny mravcej (Sigma-
Aldrich).

Na meranie bol pouZzity hmotnostny spektrometer S trojitym kvadrupdlom Finnigan TSQ
Quantum GC (Thermo Fisher Scientific Inc.) s vyhrievanym zdrojom elektrosprejovej ionizacie
(HESI). HPLC separacia sa uskutoénila s pouzitim Finnigan Surveyor Autosampler Plus a HPLC
pumpy Finnigan Surveyor MS Plus (Thermo Fisher Scientifc Inc.). PouZila sa koléna s reverznou
fazou Zorbax SB-C18 (150 x 2,1 mm, 3,5 pum; Agilent) Gradient zacal so 40% metanolu (A),
linearne sa zvysil na 90% (A) za 10 minut, udrziaval sa 15 minut, potom sa vratil spat’ na 40%.
Dalsou mobilnou fazou bola 0,1% kyselina heptafluorobutdnova a mravéan aménny vo vode
s koncentraciou 0,5 mmol/l (B). Pocas celkového trvania analyzy 22 mintt bolo konstantne
pridavanych 10% metanolu s 0,1% kyselinou mravéou (C) a bol konstantny prietok 200 pl/min.

Sledované m/z prechody pre butylestery NAA (288,3 — 88,2; 288,3 — 144,2; 288,3 — 186,2)
a D3-NAA (291,2 — 91,2; 291,2 — 147,2; 291,2 — 189,2) boli pouzité na kvantifikaciu. Data boli
ziskané a spracované pomocou softvéru Thermo Xcalibur 2.2 SP1.48 (Thermo Fisher Scientifc
Inc.).

Vysledky a diskusia

Vysledky analyz boli vyhodnotené tromi réznymi pristupmi - pomocou jednobodovej Kalibracie
a metddou kalibra¢nej krivky bez matrice a s maticou. Vysledky velmi dobre korelovali. Stanovené
koncentracie NAA sa zavislé od veku, priemernd stanovena koncentracia NAA u zdravych
novorodencov (n = 13) bola 0,9 umol/l a u deti vo veku 10 mesiacov az 7 rokov (n = 7) bola 0,51
umol/l. U pacientov s Canavanovou chorobou (4,5 roka a 1 rok) boli koncentracie NAA viac ako
10-krat vyssie ako v kontrolnej skupine zodpovedajucej veku, ¢o umoZziuje jasné rozliSenie
pacientov.

Zaver

V¢asna diagnostika a lietba CD je ziaduca pre spomalenie priebehu ochorenia a zlepsenie
kvality zivota pacienta. V praci bola pouzita metoda stanovenia NAA, ako markera CD, v suchej
kvapke krvi pomocou metody HPLC-MS/MS s pouzitim vndtorného izotopovo znadeného
Standardu. Hladiny NAA u dvoch strodencov s potvrdenym CD boli vyznamne vyssie ako v
kontrolnej skupine.
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UvoD

Chloristan (ClOs") je anorganicky anidén dobre rozpustny a vel'mi pohyblivy vo vode.
Potom, ¢o bol prvy raz detegovany v povrchovych vodach, chloristan bol oznaceny
za znecist'ujicu latku organizaciou US EPA [1]. Do zivotného prostredia okrem iného dostava
najmad z priemyselnej vyroby (napr. raketové paliva), avsak v uréitych koncentraciach je v iom
pritomny aj prirodzene. Chloristan je nebezpeény pre zivé organizmy, napr. v ludskom
organizme je transportovany do Stitnej zlazy, kde reaguje s NIS (Na*-I"-symportér), ¢o ma
zanasledok zniZzen produkciu tyreoidalnych hormoénov [2]. Stanovenie chloristanu
Vo vzorkach zivotného prostredia je naro¢né, nakol'ko jeho koncentracie sa pohybuju na trovni
niekolkych pg.1™t. Napriek existencii zakladnej metédy (US EPA 314.0) [3] dochadza nad’alej
k vyvoju novych metdd na stanovenie chloristanov v environmentalnych matriciach [4].

EXPERIMENTALNA CAST

Experimenty boli uskuto¢nené na elektroforetickom analyzatore EA 202A od firmy
Villa Labeco (Spisskda Nova Ves, Slovensko). Pouzita bola technika prepinania kolon
v aniénovom rezime (horna kapilara — vnutorny priemer 0,8 mm, dizka po bezkontaktny
vodivostny detektor 90 mm; dolna — vnutorny priemer 0,3 mm, dizka po kontaktny vodivostny
detektor 160 mm; obe vyrobené z fluroroplastu) nevyhnutna na pouzitie spojenia kapilarnej
izotachoforézy S0 zoénovou elektroforézou (CITP-CZE). Vsetky roztoky boli pripravené
rozpustenim  navazky v deionizovanej vode — kyselina L-asparagova (Sigma Aldrich,
Nemecko), kyselina chlorovodikova suprapure a B-alanin (Merck, Nemecko),
polyvinylpyrolidén K30 (Fluka chemika, Svajéiarsko), chloristan draselny (Lachema, CR).
Kvoli praci v hydrodynamicky uzavretom systéme bola do elektrolytov pridivana
hydroxyletylcelul6za na potlacenie elektroosmotického toku.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Vsetky elektrolyty pouzité v cITP-CZE metdde mali kyslé pH kvoli eliminacii vplyvu

slabych a stredne silnych kyselin na migra¢nu poziciu chloristanov. Vzhl'adom na koncentra¢nti
schopnost’ cITP boli elektrolyty pripravované z chemikalii maximalnej dostupnej Cistoty
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pripadne boli pred pouzitim Cistené. RozliSenie chloristanov od anionovych makrozloziek
Vv cITP stupni bolo zabezpeéené pritomnost’'ou deionizovaného polyvinylpyrolidonu (PVP K30)
vo vodiacom elektrolyte. Ta ista latka v nosnom elektrolyte umoznila rozliSenie chloristanov
od anidénovych necistét pochadzajucich z elektrolytov. Za vhodny obsah PVP vo vodiacom
elektrolyte bolo zvolenych 5%, pricom bol optimalizovany obsah PVP v nosnom elektrolyte
(8, 10, 12,5 a 15%) a bol uréeny optimalny obsah na 12,5%.

Optimalizovana metdda bola aplikovana na analyzu vzorky pitnej vody (Obr. 1). Boli
vykonané kalibraéné merania v koncentraénom rozpati 10 - 200 nmol.I":, pri¢om vypogitany
LOD v zriedenej pitnej vode bol 5 nmol.I. Tato hodnota LOD po zohl'adneni zried'ovacieho

12 nmol.I (1,2 pg.I'h), ktora je nizsia ako je referenéna hodnota odporacana US EPA.

H Obr. 1: Elektroforeogram z ITP-
L e CZE analyzy. Vodiaci elektrolyt —
‘\ ‘ clor chlorid, g-alanin, 5% PVP, pH 3,6;
= q / 7\ zakoncujiici / nosny elektrolyt —

asparagat, p-alanin, 12,5% PVP,
pH 3,6. Vzorky — a) 10% nosny
elektrolyt; 2,5-krdt riedend pitna
voda s pridavkom KCIO4:
b) 10 nmol.I* , c) 50 nmol.I?,
d) 100 nmol.I*%, €) 200 nmol.I* .

ZAVER

Prezentovana metoda, vyuzivajica spojenie technik kapilarnej izotachoforézy
a kapilarnej zoénovej elektroforézy, je vhodna na stanovenie extrémne nizkych koncentracii
chloristanov vo vzorkach vod.
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Uvod

Arekovy ofech, latinsky nazyvany jako Areca catechu, je Siroce rozsiten v jizni a jihovychodni
Asii, véetné Ciny, Indie, Indonésie, Malajsie, Filipin a Nové Guineje. V téchto zemich je tradi¢ni
zvyk zvykani tzv. betelového sousta (v asijskych zemich oznaované jako Paan), které obsahuje
nadrceny arekovy ofech, spolu s betelovym listem potfeny hydroxidem vapenatym [1]. Vyzkumy
na 4. misto nejvice uzivanych drog. Lidé uzivaji tuto drogu ptedev§im pro stimula¢ni G¢inky, které
jsou srovnatelné s uzitim nikotinu [2]. Bylo zjisténo, Ze Zvykani betelového sousta zlepSuje Gstni
hygienu. Lidé Zvykajici betelové sousto maji méné zubniho kazu ve srovnani s neuzivajici populaci.
Latky obsazené v arekovém ofechu inhibuji grampozitivni mikroorganismy, které zptisobuji zubni
kazy [3]. V arekovych ofeSich se nachédzeji 4 hlavni alkaloidy a to jsou: arekolin, arekaidin,
guvakolin a guvacin[4]. V soufasné dob& bylo pomoci riznych analytickych technik
identifikovano vice nez 59 dalsich slou¢enin v¢etné tanini, flavond, triterpentl, steroid a mastnych
kyselin [1].

V nasi studii byly ziskany kapalné extrakty ziskané z nadrcenych arekovych ofechi pomoci
trojnasobné simultanni destilace-extrakce (SDE). Metodu vyvinuli v roce 1964 Lickens a Nickerson
a od té doby se stala jednou z nejvice vyuzivanych metod pro izolaci a zakoncentrovani tékavych
latek ze vzorkid [5]. Tato metoda je vyuzivana v mnoha oborech, jako jsou analyza zivotniho
prostredi, potravin, oleji, parfémd, dale forenzni analyza nebo analyzy pro farmaceutické tcely.
Hlavnimi davody pro zafazeni extrakéniho kroku pted vlastni analyzy je =ziskani vice
koncentrovaného vzorku, eliminace interferujicich slozek a zvySeni detekénich limitd
pro analyzované slouceniny [6]. Béhem SDE je vodny roztok vzorku nebo tuhy vzorek ve vodé
pievafovan a dochazi k vypafovani tékavych latek spoleéné s vodni parou, které na chladici
zkondenzuji a zkapavaji do ¢asti, ve které je umisténo rozpoustédlo, napiiklad hexan. Jelikoz ma
voda vétsi hustotu nez hexan, vodna faze prochazi skrz rozpoustédlo a v rozpoustédle se extrahuji
predestilované t€kavé slouceniny.

Experimentalni ¢ast-chemicka analyza

Pro SDE bylo navézeno 40 graml vzorku arekovych ofechi a pomleto na drobné kousky
pomoci laboratorniho mlynku. Poté byla navazka prevedena do destila¢ni batiky, zalita 500 ml
destilované vody a vlozena na topné hnizdo. Do destilaéniho nastavce byl nadavkovan n-hexan
0 objemu 1 ml. SDE probihala po dobu 5 hodin. Tento proces byl opakovan trikrat vzdy s novou
navazkou v destila¢ni batice. Po ukonceni posledni SDE byl hexanovy extrakt pieveden do vialky,
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dale byl odebran vzorek hydrolatu z destila¢niho nastavce a vzorek vody z destilacni baiiky. Tyto tii
vzorky byly nasledné zanalyzovany s vyuzitim GC-MS.

Experimentalni ¢ast-testovani antimiktrobiadlnich vlastnosti

Byly také provéfeny antimikrobialni vlastnosti extraktu ziskaného pfi trojnasobné SDE, vzorku
hydrolatu z destilaéniho néstavce a destilacniho zbytku na nésledujicich mikroorganismech:
Bacillus subtilis (CCM2215), Candida albicans (CCM8215), Enterococcus faecalis (CCM4224),
Escherichia coli (CCM3954), Pseudomonas aeruginosa (CCM3955), Staphylococcus aureus
(CCM4223), Streptococcus agalactiae (CCM6187), Streptococcus canis (NPK09) a Streptococcus
pyogenes (NPKO1). Pro testovani antibakterialnich G¢ink byla pouzita diftzni diskova metoda.
Petriho misky obsahujici Miieller-Hintontiv agar byly inokulovany bakterialni suspenzi s buné¢nou
denzitou 1,5%x10° CFU/ml. Sterilni kotoude filtradniho papiru (primér 6 mm, Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Anglie) byly umistény na naockovany povrch agaru a impregnovany 8 ul zasobniho
roztoku testovaného roztoku. Soucasné jako pozitivni kontrola bylo pouzito nékolik diski
s antibiotiky (Ciprofloxacin, Ampicilin, Clindamycin, Tetracyklin, Fluconazol) (Oxoid Ltd.,
Basingstoke, Anglie). Misky byly kultivovany 24-48 hodin pti 30-37 °C (v zavislosti na kmeni) za
aerobnich podminek. Inhibi¢ni zény byly méfeny pomoci automatizovaného snimace Bacmed 6iG2
(Aspiag, Litomysl, Ceska republika). Kazdy pokus byl opakovén &tyfikrat a vysledné aktivity (mm)
byly vyjadieny jako primér inhibi¢nich zén (mm) se standardni odchylkou.

Vysledky

Pfi kvalitativnich analyze extraktu z arekového ofechu ziskaného trojnasobnou SDE bylo
detekovano velké mnozstvi terpenti, dale pak nasycené mastné kyseliny, aldehydy, ketony a
alkoholy. Analyza vody z destila¢ni bafiky, ve které se vafil vzorek, prokdzala kromé dalsich latek
pritomnost arekolinu, hlavniho alkaloidu v arekovych ofeSich. V hydrolatu z destila¢niho néastavce
byly nalezeny predev§im mastné kyseliny. VSechny testované mikroorganismy vykazovaly riznou
citlivost na extrakt po trojnasobné SDE, nejcitlivéjsim mikroorganismem byl Streptococcus canis,
nejméné citliva byla Escherichia coli. Pfi testovani antimikrobialnich vlastnosti hydrolatu
z destila¢niho nastavce a vody z destila¢ni bainky byly v§echny vysledky negativni, coz znamena, ze
nebyla pozorovéana zadna inhibice.
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Uvod

Fenylketonuria patri medzi autozémovo recesivne dedi¢né metabolické poruchy. Charakteristickym
znakom tohto ochorenia je neschopnost’ organizmu spracovat aminokyselinu fenylalanin. Za
fyziologickych podmienok sa v metabolizme za ucasti metabolickych procesov premienia
fenylalanin na tyrozin. V dosledku fenylketonurie sa premena neuskutocni a fenylalanin sa
nahromadi v organizme. ZvySend koncentracia fenylalaninu v organizme spdsobuje nezvratné
zmeny V centralnom nervovom systéme (CNS). Prave nezvratné zmeny v CNS s hlavnym
dovodom, preco je potrebné toto ochorenie véas diagnostikovat’ a zahajit’ i¢innu liecbu este pred
nezvratnym poskodenim buniek CNS. Novorodenecky skrining na Slovensku je Statny preventivny
program, ktory celoplo$ne vyhl'adava u vsetkych novorodencov vrodené dedi¢né poruchy vratane
fenylketontrie [1]. Detekcia vybranych aminokyselin aacylkarnitinov sa najéastejSie
vV novorodeneckom skriningu realizuje metédou tandemovej hmotnostnej spektrometrie (MS/MS),
v méde snimania iénov ,,multiple reaction monitoring* (MRM) [2]. Pri skriningu tohto ochorenia je
dolezité urcit’ koncentraciu fenylalaninu a tyrozinu vo vzorke suchej kvapke krvi. Pomer medzi
tymito dvoma markermi umozni znizit mnozstvo faloSne pozitivnych a falosne negativnych
pripadov. Hlavnou ulohou bolo S$tudovat vybrané parametre tandemového hmotnostného
spektrometra, pricom sme sa zameriavali na stanovenie tyrozinu v suchej kvapke krvi.

Experimentdlna Cast’

Pre novorodenecky skrining sa ako vzorka pouZiva ,,sucha kvapka krvi (DBS). DBS sa ziska tak,
ze sa spravi hlboky vpich do laterdlnej oblasti paty novorodenca akvapka krvi sa nasaje na
$pecialny odberovy papierik. Po usuSeni sa z DBS vystikne teré¢ik zndimeho priemeru. Za pomoci
extrahovacieho ¢inidla s internym $tandardom sa z ter¢ika vyextrahuji analyty. Nasledne je extrakt
oddeleny od ter¢ika a necistot vzniknutych pri vystikavani terc¢ika za pomoci centrifigy. Extrakéné
¢inidlo sa odpari pradom teplého vzduchu a prida sa derivatizaéné ¢inidlo. Derivatizicia sposobi
vznik butylesterov jednotlivych aminokyselin a acylkarnitinov, ¢o zvysi selektivitu a $pecifickost’
stanovenia. Nezreagované derivatizacné cinidlo sa odpari pridom teplého vzduchu a po
rekonstitacii vzorky roztokom podobnym mobilnej faze sa vykona analyza.

Pre detekciu tyrozinu sa vyuzil hmotnostny spektrometer s trojitym kvadrupdlom v spojeni
s kvapalinovym chromatografom bez pouzitia chromatografickej separacie. Pre naslednti analyzu
a zber dat sa pouzil softvér MassHunter.
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Vysledky a diskusia
Detekcia vybranych aminokyselin a acylkarnitinov sa najcastejSie v novorodeneckom skriningu

realizuje metddou MS/MS v mode snimania ionov MRM. Pre novorodenecky skrining tandemova
MS najcastejSie pozostava z dvoch analyzatorov hmotnosti spojenych koliznou celou. Na
vytvorenie i6nov analytov sa najlastejSie vyuziva elektrosprejova ionizacia. Iony vzniknuté za
pomoci elektrospreja vchadzaju do prvého kvadrupdlu, ktorym prejda len prekurzorové iony. Tieto
iény sa v koliznej cele Stiepia a d’alSim analyzatorom uz prechadzaji iba produktové iony. Za
pomoci softvéru sme na$li vychodiskové hodnoty m/z prekurzorového a produktového ionu.
Postupne sa menila kolizna energia a sledovali sa zmeny v ziskanom spektre. Nasledne sme zacali
s optimalizaciou MRM metody pre tyrozin. Ziskala sa vhodna hodnota fragmentora, koliznej
energie a zistilo sa, aky ma vplyv ,,dwell time* na tvar zaznamenaného piku. Vytvorend metoda sa
aplikovala na vzorku pacienta s fenylketontiriou. Koncentracia tyrozinu ziskana novou metédou sa
porovnala s koncentraciou tyrozinu zistenou v tej istej vzorke rutinnou metédou pouZivanou
v Skriningovom centre novorodencov SR.

Zaver

Optimalizovali sme podmienky tandemovej hmotnostnej spektrometrie (MS/MS) pre stanovenie
tyrozinu. Nova metoda sa aplikovala na vzorku Krvi pacienta s fenylketontriou a porovnala sa
S rutinnou metodou, ktord sa pouziva v Skriningovom centre novorodencov SR na skrining
fenylketnonurie.
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Uvod

Venetoclax je charakterizovan jako vysoce selektivni nizkomolekularni inhibitor antiapoptického
proteinu B-bunéény lymfom 2. Nadmérna exprese tohoto proteinu se vyskytuje u nékterych
pacienti s chronickou lymfocytarni leukémii ataké je spojovan srezistenci organismu
na chemoterapeutické latky [1].

Stabilitu léciva (a také 1é¢ivého pripravku) Ize definovat jako jeho schopnost zachovat si urcité
jakosti v danych mezich po urcitou dobu a za urcitych podminek. Stabilita 1éCiva se predikuje
pomoci stresovych testd, kdy se sleduje vliv fyzikalniho a chemického pisobeni (jako je teplota,
vlhkost, svétlo, pH, oxidace a kompatibilnost 1é¢iva s obalovym materidlem) na 1é¢ivo a samotnou
1é¢ivou latku [2].

V soucasné dobé v odborné literatufe nelze dohledat Zadnou vefejnou studii zabyvajici
s degradaci ucinné latky venetoclaxu, ktera by v sobé zahrnovala cely pribéh stresovych zatézi
a ve které by byly vznikajici degradacni produkty identifikovany.

Experimentalni ¢ast

Stabilita ucinné latky venetoclaxu byla sledovana pisobenim 0,IM a 0,3M kyselinou
chlorovodikovou, 0,1M hydroxidem sodnym, 0,3% a 3% peroxidem vodiki. Stresovani
ptipravenych vzorki probihalo ve stabilitni komofte pfi teploté 60 °C.

Pro degrada¢ni studie byla vyvinuta metoda UHPLC-PDA/MS". Experimentalni ¢ast byla
provadéna na pfistroji Agilent Infinity 1290 ve spojeni s trojitym kvadrupdlem QqQ 6460 (Agilent
Technologies, USA). Separace probihala na koloné UPLC BEH C18 (100x2,10 nm; 1,7 um).
Mobilni fazi byla smés 0,1% roztoku amoniaku (slozka A) a acetonitrilu (slozka B). Zastoupeni
jednotlivych slozek se ménilo podle gradientového programu [min/% (B)]: 0/30, 1/30, 4/70, 16/70,
18/30, 20/30. VInova délka detekce: 282 nm, nastiik vzorku: 1 pl, teplota kolony: 30 °C, teplota
autosampleru: 5 °C, prutok mobilni faze: 0,3 ml/min. Fragmentace prekurzorovych iont probihala
za téchto podminek - napéti fragmentoru: 135 V, tlak nebulizéru: 207 kPa, teplota susiciho plynu:
300 °C, pratok suSiciho plynu: 10 I/min, napéti na kapilafe: 4000 V, pifi méfeni celého
hmotnostniho spektra bylo méfeno od 100 do 2000 m/z, kolizni energie: 35 V.

Vysledky a diskuze

Pii degradacnich studiich bylo zji§téno, Ze ucinna latka je stabilni v prostfedi 0,1M kyseliny
chlorovodikové a 0,1M hydroxidu sodného. Nestabilni se stava v prosttedi 0,3M kyseliny
chlorovodikové a taktéz v pfitomnosti 0,3% a 3% peroxidu vodiku.

1
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Relativni plochy jednotlivych degradacnich produkti byly vyhodnocovany na zakladé spekter
poskytnutych PDA detektorem (viz Tabulka 1). Majoritni degradac¢ni produkty byly identifikovany
pomoci MS" atémto degrada¢nim produktim byla pfifazena hodnota m/z (podil hmotnosti
ku naboji). Degradacéni produkt s relativnim retenénim ¢asem 0,86 byl identifikovan jako piperazin-
N-oxid venetoclaxu.

Tabulka 1: Zavislost ploch piku vznikajicich necistot vztazenych k plose hlavniho piku API
vznikajicich degradaci venetoclaxu pfi jednotlivych stresovych zatézich.

Relativni plochy vznikajicich degrada¢nich produkti (%)
t t t t t

rel rel rel rel rel rel rel rel

022 044 074 079 086 089 094 116

nestresovana
API (10 mM
H3P04 - 0,01 - 0,02 - - 022 -
s pridavkem
0,5% TFA)
0,IM HC1/
60 °C /4 dny
0,3M HCl/
60 °C/ 3 dny
0,1 M NaOH/
60 °C /3 dny
0,3% HZO2 /
60 °C /3 dny
3% HO_/
22
60 °C /2 dny

- 0,04 - 0,02 - - 0,21 0,01
1,27 - 220 0,04 - - 0,19 025
- 0,03 005 004 - 0,03 021 001

0,18 0,02 0,03 037 1,76 036 1,06 -

821 1,52 1,92 11,19 1558 3,10 021 -

Zavér

Stresové zatéze prokazaly, ze venetoclax je stabilni v alkalickém prostiedi. Naopak nestabilni
se stava v siln¢ kyselém prostiedi kyseliny chlorovodikové a peroxidu vodiku. Pomoci kyselé
hydrolyzy a oxidace byly ziskany 4 majoritni degradacni produkty s relativnimi reten¢nimi casy
0,22, 0,74, 0,79 0,86. Na zakladé hmotnostnich spekter byl degradac¢ni produkt s relativnim
reten¢nim casem 0,86 identifikovan jako piperazin-N-oxid venetoclaxu.

Literarni zdroje

[1] Genentech. Venclexta (venetoclax) tablets package insert. 2016, dostupné z URL:
https://www.rxabbvie.com/pdf/venclexta.pdf (pfevzato 06.07.2019).

[2] Vetchy D., Frybortova K., Rabiskova M., Haring A.: Testovani stability 1é¢ivych piipravkd.
Chemickeé listy, 100, s. 24-29, 2006.
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Uvod

Stresové testovani 1é¢iv je nedilnou soucasti procesu vyvoje 1é¢iv. Stresové testovani je hlavnim
nastrojem, ktery slouzi k objasnéni vnitini stability 1é¢ivé latky, k rozvoji analytickych metod a k
identifikovani produkti z degradacnich drah[1]. Dulezitou soucasti testovani je mimo studium uéinkt
teplot, vlhkosti a fotolyzy, studium oxidativniho stresu[2]. Takovéto testovani je v§ak ¢asove€ narocné,
a proto je snaha ho nahradit rychlejsim elektrochemickym testovanim. Tato prace je souéasti vétsiho
projektu, ktery usiluje o dosazeni zkraceni doby experimentu pomoci elektrochemické oxidace pfi
stabilitnim testovani 1é¢iv.

Canagliflozin je derivat fenolického glykosidu a inhibitor glukoso-sodného transportéru 2, ktery
stimuluje mocovou exkreci glukozy potlacenim reabsorpce glukdzy z proximalniho tubulu v
ledvinach. Canagliflozin se pouziva k fizeni hladiny glukozy v krvi u pacientt s diabetem typu 2[3].

Cilem této prace bylo vyvinuti a optimalizovani analytické metody HPLC tak, aby canagliflozin
mohl byt stanoven pomoci UV i MS detektoru a vyvinutd metoda pak mohla byt pouzita pro studium
stability této slouceniny a identifikaci hlavnich degrada¢nich produkti vzniklych vystavenim
canagliflozinu oxidativnimu stresu.

Experimentalni ¢ast

Pro HPLC s UV detekei byl pouzit pfistroj HPLC, 1200 Series, Agilent Technologies, Némecko,
pro HPLC s MS/MS detekei byl pouzit piistroj UHPLC 1290, Infinity 6460, QgQ, Agilent
Technologies, Némecko. Vodnou slozkou mobilni faze byl mraven¢anovy pufr — 10mM kyselina
mravendi zneutralizovana hydroxidem amonnym na pH = 3,5. Organickou slozku tvotil acetonitril
(ACN). Byla pouzita gradientova eluce (¢as, min/obsah org. slozky, %): 0/30, 1/30, 10/40, 12/80,
13/80, 14/30, 20/30. Méteni byla provadéna na kolon& Agilent Poroshell 120 SB-Aq (2,1 x 100 mm,
2,7 um), davkovany objem vzorku byl 1 pl, priittok mobilni fize 0,4 ml min, teplota kolony 30 °C.
Detekce byla provadéna na detektoru s diodovym polem (vlnova délka 292 nm), pro identifikaci
hlavnich degradagnich produkti byl pouzit MS detektor. Jako iontovy zdroj slouzil elektrosprej
(teplota dusiku: 300 °C, pratok dusiku 8 I/min, tlak zmlZovade: 40 psi, napéti na vstupni kapilafe:
4000 V). Pro fragmentaci prekurzorovych iontti byly pouzity hodnoty koliznich energii: 5, 8, 10, 15,
20,30a35V.

Stresové testovani canagliflozinu bylo provadéno v degrada¢ni komote pti teploté 50 °C po dobu
1, 2 a 3 dni. Testovani bylo provadéno v nasledujicich roztocich o koncentraci canagliflozinu
05mgmlt  Kontrolni vzorek: ACN:H.O, 30:70 %, v/v; kontrolni  vzorek:
MetOH:H0, 50:50 %, v/v; MetOH:H20, 50:50, %, v/v + 3% H202; ACN:H:0, 50:50 %, v/v +
3% H202; ACN:H20, 30:70 %, viv + 3% H20z; vzorek s excipienty, ACN:H.0, 30:70 %, v/v +
3% H202; ACN:H:0, 30:70 %, v/v + 0,1M HCI + 3% H.02; ACN:H20, 30:70 %, v/v + 0,1M NaOH
+ 3% H202; ACN:H20, 30:70 %, v/v + 0,1M HCI; ACN:H20, 30:70 %, v/v + 0,1M NaOH.

Vysledky a diskuze

Po optimalizaci chromatografickych podminek méfeni byla provedena validace metody.
Opakovatelnost byla vyjadiena jako relativni smérodatna odchylka 7 méfeni v procentech. Pro
koncentraci 0,3 mg ml? byla opakovatelnost retenéniho Gasu 0,17 % a plochy piku 0,75 %. Pro
koncentraci 5.10"° mg ml* byla opakovatelnost retenéniho &asu 0,18 % a plochy piku 1,58 %. Metoda
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méla mez detekce 8,87.10° mg ml?, mez kvantifikace 2,96.10* mg ml?, koeficient determinace
0,9997 a line4rni dynamicky rozsah 2,96.104 — 0,5 mg ml2.

Vyvinuta metoda byla pouzita ke stresovému testovani canagliflozinu. Na Obr. 1 1ze vidét narust
degradaCnich produktd v ¢ase. V kontrolnich vzorcich ani v ptitomnosti kyselého ¢&i zasaditého
prostiedi k vyrazné degradaci nedochazelo. Rozklad vzorku je tedy zplsoben oxidaci nikoli
hydrolyzou. U vétsiny vzorkl s H.O2 dochazelo béhem tfi dnt k degradaci v fadu 0,2 — 13,4 %.
Z Obr. 1 je patrné, Ze v kyselém prostiedi spolu s ptitomnosti H202 jako oxida¢niho ¢inidla dochazelo
k vyraznému nartstu degradacnich produkti jiz po 1 dnu. Kyselé prostiedi zvySuje formalni redoxni
potencial systému H202/H20 a tim i oxida¢ni schopnost H202. Na obr. 1 Ize vidét, ze vyssi obsah
vody Vv rozpoustédle vzorku vedl k vy$8imu obsahu degradaéniho produkt. Ve vzorku s excipienty
dochazelo ke vzniku vétsiho mnozstvi degradacnich produkti nez ve vzorku se stejnym slozenim
rozpoustédla, ale bez excipientl. V zasaditém prostiedi canagliflozin degradaci nepodiéhal.

100 - _ po piipraveé
1 1den
80 = 2 dny
20 1 3dny

Soucet degradacnich produktii (%)

A B C D E F G H | J

SloZeni vzorku
Obr. 1: Nartst degradacnich produktti v ¢ase v rizném slozeni vzorku. A: ACN:H20, 30:70 %,
viv; B: MetOH:H20, 50:50 %, v/v; C: MetOH:H-0, 50:50, %, v/v + 3% H20; D: ACN:H20, 50:50
%, VIV + 3% H20,; E: ACN:H20, 30:70 %, v/v + 3% H20>; F: vzorek s excipienty, ACN:H>0, 30:70
%, viv + 3% H202; G: ACN:H20, 30:70 %, v/v + 0,1M HCI + 3% H20-; H: ACN:H-0, 30:70 %, v/v
+ 0,1M NaOH + 3% H>0; I: ACN:H20, 30:70 %, v/v + 0,AM HCI; J: ACN:H20, 30:70 %, v/v +
0,1M NaOH.

Zavér

V této studii byla vyvinuta analytickd metoda pro stanoveni canagliflozinu pomoci HPLC s UV
a MS detektorem. Vyvinuta metoda byla pouZita ke stresovému testovani canagliflozinu, béhem
kterého bylo zjisténo, ze obsah vody v rozpoustédle vzorku ma vliv na degradaci API a bylo ovéfeno,
ze kyselé prostiedi zvySuje oxidacni schopnost H202. Ziskané vysledky budou pouzity pro srovnani
parametri stresového testovani pomoci chemické a elektrochemické oxidace.
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Uvod

Benzodiazepiny jsou skupina IéCiv, které jsou znamy diky svym klinickym w¢inktm.
Z toho dtivodu jsou hojné vyuzivany v klinické praxi pro 1é€bu riznych typi onemocnéni, dale také
pomahaji pii 1écbé abstinencnich pfiznakt [1]. Farmakologické ucinky benzodiazepini jsou
vysledkem jejich interakce s centralnim nervovym systémem, jejich u€inky jsou sedace, hypnoza,
snizena uzkost, svalova relaxace, amnézie a antikonvulzivni aktivita [2].

Princip plsobeni téchto psychofarmak je takovy, Ze zvySuji uéinek gama-amino maselné
kyseliny v mozku. Tato kyselina byva rovnéZz oznaovana jako hlavni tlumivy receptor v mozku.
Benzodiazepiny maji své vazebné misto na této kyselin€ a zplisobuji zpomaleni nervovych impulzi
v téle s naslednym vystupem dalSich neurotransmitertt (dopaminu, serotoninu a acetylcholinu)
a naslednému uvolnéni organismu [3].

Vsechny benzodiazepiny jsou odvozeny od hlavni struktury benzodiazepinu, 1H-benzo-1,4-
diazepin (obrazek 1). Ten je slozen z benzenové jadra a sedmiclenného heterocyklu se dvéma
atomy dusiku [3].

V souCasné dobé se jako nejefektivngj$i metodou k analyze benzodiazepini pouziva
vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci. Cilem prace byla optimalizace
separacnich podminek HPLC-MS.

—L

- Z

\

4
—N

Obrazek 1 Obecna struktura benzodiazepint[1]

Experimentalni ¢ast

K analyze bylo pouzito Sest standradli benzodiazepini (Phenazepam 1mg/ml v methanolu,
Pyrazolam 1mg/ml v methanolu, Flubromazepam 1mg/ml v methanolu, Meclonazepam 1 mg/ml
v methanolu, Diclazepam 1mg/ml v methanolu, Diazepam 0,1 mg/ml v methanolu).
1 pl pfipraveného benzodiazepinu byl nadavkovan do kapalinového chromatografu a separovan na
kolon¢ Luna Omega C18 (50 mm x 2,4 mm, 1,6 um). Organickou slozkou mobilni faze (B) byl
100% acetonitril a druhou slozkou (A) byla voda. Bylo vyuzito izokratické eluce s nasledujicim
rozsahem acetonitrilu — 70% B, 75% B, 80% B. Pritok mobilni faze byl nastaven na 0,1 ml/min
a s nastavenou vinovou délkou UV detektoru 240 nm. Rovnéz byly proméfeny i hmotnostni spektra
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kazdého benzodiazepinu s ionizaci elektrosprejem, piistroj pracoval v rezimu linearni iontové pasti
s dynamickym plnénim (Enhanced MS) a byly zaznamenavany kladné ionty. Spektra byla
zaznamenavana v rozsahu m/z 50-1000 se skenovaci rychlosti 10 000 Da/s. Dal§i nastaveni
hmotnostniho spektrometru byla nasledujici: pratok plynd CUR (Curtain gas) 25 psi (172 kPa),
zmlzujici plyn GS1 40 psi (276 kPa), susici plyn GS2 50 psi (345 kPa); napéti na zdroji 4500 V,
teplota suSiciho plynu 200 °C, deklasteracni potencial 60 V, vstupni potencial 10 V a kolizni
energie 10 V. Napéti na detektoru bylo nastaveno na 2700 V.

Vysledky a diskuze

Pfi vybéru optimalnich podminek byly proméfeny vzorky benzodiazepinii pomoci kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci. Bylo proméfeno retencéni chovani BNZ a na zékladé
sestaveného retencniho modelu bylo vypoéteno rozliseni kazdé dvojice latek v zavislosti na
koncentraci, a z téchto hodnot byl vytvofen okénkovy diagram. Tento diagram byl vytvofen za
ucelem zjisténi nejlepsiho slozeni MF pfi maximalnim rozliSeni. Jako nejidealnéjsi slozeni MF se
jevi 70% ACN.

Zavér

Tato prace se zabyvala optimalizaci separace benzodiazepini s vyuzitim kapalinové
chromatografie s hmotnosti spektrometrii. Standardy benzodiazepinti byly separovany na koloné
Luna Omega C18 pomoci smési vody a acetonitrilu jako mobilnich fazi a detekovany UV
detektorem s nastavenou vilnovou délkou 240 nm. Metodou okénkovych diagrami bylo uréeno
optimalni slozeni mobilni faze pfi izokratické separaci, které ¢inilo 30% (v/v) acetonitril se 70%
(v/v) vody.
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Uvod

Pri nadmernom pouzivani pesticidov poc¢as spracovavania a uchovavania potravin méze dojst’
ku kontaminacii okolia ak vyskytu rezidui pesticidov V potravinach. Pesticidy mézu vyvolat
rakovinu a iné zavazné ochorenia u deti aj dospelych 0s6b (u dospelych najcastejsie rakovina prostaty
a rakovina prsnika).

Z dovodu negativnych uc¢inkov pesticidov na ludsky organizmus vznikla potreba vyvoja
analytickych metéd na ich stanovenie v potravinach. Na analyzu rezidui pesticidov je
najpouzivanejSia metdda plynova a kvapalinovd chromatografia. Pred separaciou a detekciou
pesticidov je rezidua pesticidov potrebné z potraviny izolovat. Je zname mnozstvo extrakénych
technik, avSak vécSina z nich si ¢asovo ndro¢né a pouziva sa pri nich velky objem organickych
rozpustadiel. Z ekologického hladiska je najvhodnejSie pouzit ¢o najmensi objem organického
rozpustadla. Tato skutocnost’ viedla k vyvoju metdd, pri ktorych sa pracuje s malym objemom
organickych rozptstadiel. Tieto metddy skupinovo oznacujeme ako LPME (mikroextrakéné techniky
kvapalnou fazou) a do tejto skupiny patri mikroextrakcia jednou kvapkou (SDME).

SDME je technika zaloZzena na distribucii analytu medzi mikrokvapkou extrakéného
rozpustadla (niekol’ko mikrolitrov) na $picke ihly striekacky a roztokom obsahujucim analyt. Ked’ je
$picka ihly vo vhodnej polohe (vo vodnej faze alebo nad vodnou fazou - podl'a spdsobu zavedenia
extrakéného rozpustadla), je mikrokvapka vytlacend z ihly stlacenim piestu striekacky. Po uplynuti
Casu extrakcie je kvapka potiahnutim piestu vtiahnuta do striekacky spat’ a nasledne aplikovana do
separacného systému (najcastejSie chromatograficky a elektroforeticky), ktory sa pri danej analyze
pouziva [1].

Experimentalna ¢ast’

Prva Cast’ prace je zamerana na S§tadium stability mikrokvapky organického rozpustadla
v roznych matriciach pri rdznych extrakénych podmienkach. Stabilita mikrokvapky organického
rozpustadla sa pozorovala vo vzorke pomaranového dzusu, slivovice, vody a mlieka. Medzi
parametre, ktoré sme menili, patri objem vybraného extrakéného rozpustadla, otacky miesadla, Cas
extrakcie a pridavok NaCl. V pripade mlieka sme vybrali vhodné extrakéné podmienky, ktoré sme
nasledne aplikovali na vzorku.

Na extrakény krok sa pouzivala manualna mikrostriekacka znacky Agilent Technologies
s objemom 10 pl so skosenym hrotom ihly a magnetické miesadlo IKA® RTC basic safety control
s digitalnym displejom a hlinikovou pracovnou plochou. Na separaciu a stanovovanie pesticidov vo
vzorke mlieka sa pouzil plynovy chromatograf v spojeni s hmotnostnym spektrometrom (5975
Agilent Technologies, USA), automatickym davkova¢om vzorky (7693 Agilent Technologies, USA)
a injektorom s programovatelnou teplotou vyparovania. Hmotnostny spektrometer bol vybaveny
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elektronovou ionizaciou a kvadrupdlovym analyzatorom, pracoval bud’ v mdde skenovania vietkych
iénov (FS) alebo v mdde selektivneho monitorovania ionov (SIM). Na vyhodnocovanie nameranych
udajov sa pouzil software MSD ChemStation (E.02.02.1431).

Vysledky a diskusia

Pri pozorovani stability mikrokvapky extrakéného rozpustadla sa pre vzorku pomarancového
dzisu a slivovice pouzil ako extrakéné rozpustadlo toluén, otacky miesadla 100 — 750 rpm a cas
extrakcie 2 minuty. V pripade pomarancového dzusu bola kvapka najstabilnejsia v rozmedzi od 1 pl
po 2,5 pl. Stabilita sa pozorovala v koncentrovanej vzorke, ale aj vo vzorke zriedenej s vodou
v pomere 1:10 a 1:2. Vo vzorke zriedenej v pomere 1:10 sa mikrokvapka toluénu udrzala az do
objemu 6 pl. V slivovici sa pozorovala stabilita mikrokvapky toluénu vo vzorke so 40% obsahom
alkoholu anasledne zriedenej na 20% obsah alkoholu. Vo vzorke 40% slivovice vykazovala
mikrokvapka najvécsiu stabilitu v rozmedzi od 1 pl po 3 pl. V 20% slivovici sa mikrokvapka udrzala
az do objemu 6 pl.

Pred samotnym $tudiom roéznych parametrov, ktoré ovplyviuju stabilitu mikrokvapky vo
vzorke mlieka bolo vhodné zistit, ¢i sa mikrokvapka udrzi aj vo vzorke vody, ked’ze ma nizsiu
hustotu. Testovala sa stabilita tetrachlormetanu, tetrachloretanu, chloroformu, chlorbenzénu a
dichlérmetanu. Vo vode boli stabilné vsetky mikrokvapky organickych rozpustadiel okrem
dichléormetanu. Vo vzorke mlieka sa z vyssie uvedenych rozpuastadiel udrzal iba chlérbenzén, ostatné
odpadli ihned’ po vysunuti z hrotu ihly mikrostriekacky. Sledoval sa objem mikrokvapky 2 pl, otacky
mieSadla 100 a 250 rpm a ¢as extrakcie 5— 20 min. V pripade mlieka sa skamal aj vplyv pridavku
NaCl na stabilitu mikrokvapky extrakéného rozpustadla.

Ked’ze objemy stabilnej mikrokvapky chlorbenzénu boli vyhovujice v najSirSom rozpati
podmienok, pouzil sa v d’alsom kroku $tadie na extrakciu pesticidov zo vzorky mlieka. Na extrakény
krok sa pouzila 2 pl kvapka chlérbenzénu, otacky miesadla 250 rpm, Cas extrakcie 20 minit a vzorka
bez pridavku NaCl. Do GC-MS sa nadavkoval cely objem extraktu v podobe mikrokvapky po
uplynuti ¢asu extrakcie. Analyty sa detegovali a vyhodnotil sa prislusny chromatogram integraciou
plochy pikov. V d’alsom kroku vyvoja metdédy a budi hladat’ optimalne extrakéné podmienky
a metdda sa bude validovat.

Zaver

Vyvijala sa nova analyticka metdda na stanovenie vybranych rezidui pesticidov vo vzorkach
mlie¢nych vyrobkov. Realizovalo sa $tidium experimentalnych parametrov a vplyvov potrebnych na
prevedie SDME s ¢o najvy$Sou ucinnostou. Metoda sa aplikovala na analyzu vzorky mlieka, na
separaciu a detekciu pesticidov sa pouzila plynova chromatografia v spojeni s hmotnostnou

spektrometriou.
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Uvod

Rastliny st potencidlnym zdrojom mnohych biologicky aktivnych latok. Kumariny (2H-1-
benzopyran-2-ové derivaty) st ddleZitou skupinou fenolovych zlugenin prirodzene sa nachadzajuce
Vv rastlinach mnohych celadi ako napr. hluchavkovité, mrkvovité, astrovité a vstavacovité.
Vyznacuju sa roznorodymi farmakologickymi vlastnostami, napr. protizapalové, protizrazanlivé,
ainé. Vyznamné G¢inky na Pudské zdravie maji niektoré jednoduché kumariny, napr. eskuletin
spomal’uji starnutie, umberliferén sa pouziva na ochranu proti slneénému ziareniu, herniarin ma
antialergicky ucinok. [1, 2]

Prvym krokom v analyze rastlin je priprava vzorky, ked'ze je potrebné pozadované skupiny
chemickych zlu¢enin extrahovat' zrastlinného materidlu pre potrebu néaslednej separéacie
a charakterizacie. Chemické zlugeniny sa mozu 1i8it v polaritich, stabilite, fyzikalnych
vlastnostiach a preto je jednokrokovy extrakény postup jednym rozpustadlom, pre vietky zlG¢eniny
z biomasy, ¢asto nemozny. Na extrakciu, separéciu a precistenie latok st potrebné rozpustadla s
roznou polaritou. Na tento cel sa bezne pouzivaji organické rozpustadla, ktoré su Casto toxické,
horlavé, vybusné a zle biologicky odburatelné. Preto je potrebny vyvoj takych inovativnych
technik pripravy vzoriek na extrakciu a separaciu prirodnych zlicenin, ktoré by okrem zlepsenia
ucinnosti, selektivity a kinetiky extrakcie zaroven znizili spotrebu organickych rozpustadiel.
Alternativnymi rozpastadlami st hlboko eutektické zmesi (DES, deep-eutectic solvents). DES je
zmes dvoch alebo viacerych zlucenin s teplotou topenia nizSou ako jej jednotlivé zlozky. Obsahuje
kvartérnu améniovu sol’ ako akceptor vodikovej viazby a donor vodikovej vézby, ktoré sa navzajom
spajaju vodikovou vézbou. DES prirodného pévodu nazyvané prirodné hlboké eutektické zmesi
(NADES) st zlozené z prirodnych zloziek (cukry, organické kyseliny, aminokyseliny). Tieto zmesi
maji mnohé vyhody, si neprchavé, maji nizku toxicitu, st biologicky odburatelné, lacné,
jednoducho pripravitel'né so Sirokou $kalou polarit. [3, 4]

Praca je zamerana na vyber vhodnych /optimalizciu podmienok pre extrakciu kumarinov z
rastlinného materialu s vyuZzitim DES. Na separaciu kumarinov v extraktoch sa pouzila HPLC.

Experimentilna ¢ast’

DES boli pripravené ako zmesi cholinchloridu a kyseliny mlie¢nej v pomere 1:2 — 1:5, pripadne
knim bol pridany 1,2 - butandiol (1:1:1) alebo 1,3 - propandiol (1:2:1). Vzorky suSenych
rastlinnych materidlov boli ziskané z obchodnej siete. Na predseparaénil upravu vzoriek sa vyuzila
extrakcia s systéme tuhd faza-kvapalina s vyuzitim DES a ich zmesi s vodou v rdznych pomeroch
(10 — 60% vody). Na HPLC separaciu kumarinov sa pouzila koléna Kinetex C18 (100x4,6 mm, 5
pm) a mobilnd faza tvorend zmesou 1 % kyselina octovd a metanol s pridavkom 1% kyseliny
octovej, s gradientovou elGciou pri prietoku 1 mlmin?. Na detekciu kumarinov sa pouzil
spektrofotometricky detektor s diodovym polom (snimanie chromatogramov pri vinovych dizkach
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280 a 320 nm) a fluorescencny detektor (snimanie chromatogramov pri excitaénej a emisnej vinovej
dlzke 320 nm a 450 nm).

Vysledky a diskusia

DES sa testovali ako sl'ubné extrakéné ¢inidla na extrakciu kumarinov z rastlinnych vzoriek.
Pre optimalizaciu extrakcie boli pouzita vzorka levandule Gzkolistej s pridavkom referenénych latok
na koncentraénej hladine 1 pg.ml?. Bolo testovanych Sest DES zmesi na baze cholinchloridu
a kyseliny mliecnej s roznymi zlozeniami. PreSetril sa vplyv faktorov, ako je typ zloziek DES a
obsah vody prip. metanolu v DES na G&innost’ extrakcie. Analyzou a optimalizaciou parametrov,
ziskanych z navrhu experimentu, sa uréili najvhodnej$ie hodnoty pre objem extrakéného Einidla,
rychlost mie3ania, &as a teplotu extrakcie. Uinna extrakcia kumarinov (viac ako 85%) sa dosiahlo
pouzitim DES zmesi cholinchlorid/kyselina mlie¢na (1:3) vzmesi svodou (75:25) a
cholinchlorid/kyselina mlie¢na/1,3-propandiol (1:2:1) ako extrakénych ¢inidiel. Tieto vysledky sa
porovnavali svodou ametanolom ako extrakénymi &inidlami. DalSie vhodné podmienky pre
extrakciu s NADES boli nasledujice: pomer kvapalina (ml) / pevna faza (mg) 30:1, teplota
extrakcie 55 °C, doba extrakcie 30 min a rychlost’ mieSania 30 ot./min. Extrakty boli analyzované
pomocou HPLC s UV a fluorescen¢nou detekciou.

Aplikovatelnost’ vyvinutého extrakéného postupu sa preverila aj pre analyzu dalsich
rastlinnych vzoriek.

Zaver

V préci bola vyvinuta extrakénd metdda s vyuzitim DES na extrakciu kumarinov s lie¢ivych
rastlin. Vyuzitie tychto ekologickejSich extrakénych zmesi je vhodnou alternativou k tradiénym
organickym rozpustadlam. Na zéklade optimalizovanych parametrov sa zistilo, Zze zloZenie DES,
pridavok vody k DES, objem extrakéného c¢inidla a teplota mali najvyznamnejs$i vplyv na
vytaznost’ extrakcie kumarinov.
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Daolezitou sticastou chemickych analyz je priprava vzoriek, ktorej hlavnym cielom je odstranenie
neziadtcich zloZziek z matrice a ziskanie frakcie vzorky alebo kone¢ného extraktu analytov
v rozpustadle, ktoré je zlu¢itelné s pouzitou analytickou technikou, napr. s mobilnou fdzou v HPLC.
Niekedy je potrebné aj skoncentrovanie cielovych analytov. NajlastejSie pouZivanou technikou
pripravy kvapalnych vzoriek je extrakcia na tuhej faze (SPE). Tato technika je rychla, ahko
uskutoCnitel'nd, da sa automatizovat’ a pracuje sa s malym mnoZstvom rozpustadiel, na rozdiel od
extrakcie v systéme kvapalina-kvapalina. Pre SPE existuje $iroka $kala sorbentov zaloZenych na
elektrostatickych, hydrofébnych alebo polarnych interakcidch, no vo vécsSine SPE postupov sa
pouziva iba niekolko typov (napr. typ C18). Niekedy je ich selektivita obmedzend a cielovy analyt
Casto ko-eluuje s interferujiicimi zlu¢eninami z matrice. Vyskum z oblasti SPE technik je zamerany
na vyvoj sorpénych materidlov so zvySenou selektivitou pre cielové analyty. Novym typom
sorbentov st molekularne potlacené polyméry (MIP). Su to syntetické materidly §ité na mieru
s vopred definovanou selektivitou pre ciel'ovy analyt alebo Struktarne pribuzné zluceniny zalozené
na $pecifickych interakciach medzi analytom a vdzbovymi miestami na MIP. Kumariny su latky
prirodzene sa nachadzajlca v rastlinch a casto sa pridavaju do kozmetickych pripravkoch (napr.
mydlo, Sampodn, krém, parfém) na zvyraznenie vone (podobnost’ so suSenym senom) pripadne kvoli
inym G¢inkom (napr. ochrana pred UV Ziarenim). Niektoré derivaty kumarinov alebo ich vysoka
koncentracia mozu mat’ neziadice ucinky na l'udsky organizmus, ako napr. alergické reakcie,
nevol'nost’, hnacka a iné.

Praca je zamerand na porovnanie réznych typov sorbentov, MIP, MIP pripraveny na povrchu
magnetického nosi¢a (MMIP), komerény MIP pre fenolové latky a porovnanie réznych extrakénych
postupov, klasicka SPE, extrakcia s MIP v pipetovacej Spicke a extrakcia s vyuzitim MMIP. MIP
extrakcia bola testovana pre vzorky voni a deodorantov.

Sorbenty na zéklade polyméru s odtlatkom molekuly boli pripravené pre templat umbeliferén
a pouzili sa pre klasicku SPE extrakciu na kolonke a SPE so sorbentom v pipetovacej $picke. Sorbent
pripraveny na povrchu magnetického nosica bol pouZity na extrakciu v systéme tuha faza-kvapalina
s oddel'ovanim faz pomocou externého magnetu. Na HPLC separaciu kumarinov sa pouzila kolona
typu C18 a ako mobilna faza, zmes 1 % kyselina octova a metanol s pridavkom 1% kyseliny octovej,
s gradientovou eliciou. Na detekciu kumarinov sa pouzil spektrofotometricky detektor s diddovym
polom a fluorescenény detektor. Uspokojiva separdcia kumarinov (eskulin, kumarin, skoparon,
herniarin, 4-metylumbeliferén, umbeliferén) s rozliSenim eluovanych latok vy$§im ako 1,5
sa dosiahla pri ¢asoch analyzy kratsich ako 13 mindt.
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Pouzitie MIP pripraveného na povrchu magnetického nosi¢a bolo vhodné pre extrakciu
kumarinov z viskdznejsich vzoriek a vyuZitie magnetického pol'a umoznilo jednoduché oddelenie
sorbentu od kvapalnej fizy. Nevyhodou bola ¢asova naro¢nost’ spracovania vzorky (~70 min(t)
avicsia spotreba rozpustadiel a vzoriek. V pripade extrakcie s MIP v pipetovacej $picke bola
vyhodou mald spotreba rozpust'adiel a taktiez mensia ¢asova narocnost’ (>10 minat) aj v porovnani
s klasickou SPE. Vytaznosti sorbentov boli vacsie ako 85%, (v pripade ekulinu bola vytaznost’ nizsia
vzhl'adom na jeho odlisnt $truktiru v porovnani so $truktirou odtla¢aného templatu). Aj ked bol
komerény MIP pripraveny pre fenolové latky, bol vhodny na extrakciu sledovanych zli¢enin
s uspokojivou vytaznostou (okrem eskulinu). V testovanych vzorkach neboli detegované kumariny
na koncentraénych hladinach nad LOD pouzitej metody.
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Uvod

Vybusniny su latky alebo zmesi latok, ktoré si schopné vybusnej premeny, t. j. rychlej
chemickej reakcie, pri ktorej sa vyvija velké mnozstvo energie za podmienok, ktoré
umoziuju jej okamziti premenu na mechanicka energiu [1]. Na analyzu vybu$nin a zvyskov
po vybuchu sa pouziva najéastejSic metdoda plynovej chromatografie (GC) optimalne
v konfiguracii s detektorom, ktory umozni vysokoselektivnu identifikaciu latok. Takymto
detektorom je detektor elektronového zachytu (ECD). ECD sa pouziva za $pecificky detektor,
to znamena, Ze je vysokocitlivy na latky obsahujuce vybrané funkéné skupiny, v pripade latok
pochadzajicich z vybu$nin sa jednd o nitro-skupiny. Davkovanie vybusnin predstavuje
kriticky bod najma pri pouziti davkovacov, ktoré pouzivaji vysoku teplotu a tlak pri splyneni
nadavkovaného roztoku.

Cielom prace bolo prestudovat podmienky davkovania vybranych nitroaromatickych
latok do plynového chromatografu, najst’ optimalne experimentalne podmienky tak, aby sme
GC metddou dosiahli optimalnu separaciu a detekciu nitroaromatov.

Experimentélna cast’

Na separaciu zmesi nitroaromatickych latok (PETN, 2,4-dinitrotoluén, HMX, 2,6-
dinitrotoluén, trinitrotoluén, RDX, tetryl) sa pouzil plynovy chromatograf HP 6890N (Agilent
Technologies, USA) vybaveny split/splitless injektorom a detektorom elektronového zachytu
(mikro ECD). Pouzila sa kapilarna kremenna kolona HP 5 MS s5%-fenyl
polydimetylsiloxanovou stacionarnou fazou s rozmermi 30 m x 0,25 mm I. D. x 0,25 pm
(hrabka filmu stacionarnej fazy). Pracovalo sa za podmienok s programovanou zmenou
teploty pece. Davkoval sa 1 pl vzorky zmesi nitroaromatickych latok v acetone

Vysledky a diskusia

Praca sa zaobera Studiom vybranych nitroaromatickych latok: PETN, 2,4-dinitrotoluén,
HMX, 2,6-dinitrotoluén, trinitrotoluén, RDX, tetryl. Spolo¢né pre tieto latky je to, ze sa
vyskytuju v sucasnosti v réoznych vybuSnych zmesiach. Su to toxické a potenciondlne
karcinogénne latky, preto je potrebné kontrolovat’ aj ich vyskyt vréznych stlastiach
zivotného prostredia. Sledovali sa nasledovné parametre podmienok davkovania: mod
davkovania, teplota davkovania, tlak pulzu davkovania a ¢as trvania tlakového pulzu pri
davkovani. Porovnali sa odozvy sledovanych nitroaromatickych latok na GC pri metode
splitless bez pouzitia tlakového pulzu a pri pouziti pulzného splitless. Sledoval sa vplyv
podmienok davkovania na odozvu detektora vyjadrent plochami pikov nitroaromatickych
latok a zhodnotil sa tvar pikov, pripadne vplyv na separaciu latok.
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Uvod

Véeli vosk je metabolickym produktom véiel, predovsetkym véela medonosna (Apis mellifera).
Ako bolo uvedené v mnohych S$tadiach [1,2] falSovanie vcelieho vosku lacnej$imi produktmi
predstavuje rastuci dlhodoby problém vo svete. Parafin je najpouzivanejSou latkou na fal§ovanie
véelieho vosku najmé jeho Sirokej dostupnosti, nizkym cenam a fyzikalno-chemickym vlastnostiam,
vd’aka ktorym je ,,idealny* na falSovanie véelicho vosku [3].

Plynova chromatografia patri medzi najbeznejSie techniky na charakterizaciu réznych typov
voskov. Nevyhodou tejto metddy stanovovania vysokvricich latok je pomerne dlha analyza (~35
min) avysoké teplotné zat'azenie chromatografickych kolon. RieSenim je vyuzitie detekénych
metdd s priamym davkovanim do systému. Prikladom priameho davkovania do MS je metdda
SIFT-MS (Selected-ion Flow-Tube Mass Spectrometry) alebo metéda DART-MS (Direct Analysis
in Real Time) [4].

Nova metéda umoziiuje analyzu voskov pomocou MS detektora, priCom plynovy chromatograf
je pouzity ako davkovacie zariadenie. Metdda je vhodna na analyzu latok s vysokou teplotou varu,
pri¢om dizka jednej analyzy je 3,5 min. Principom metddy je pouzitie kratkej, prazdnej kolony
(restriktora) miesto chromatografickej kolony. ZmieSané nerozseparované zlozky voskov st vedené
do hmotnostného spektrometra, kde sa kvantifikuju na zaklade charakteristickych m/z fragmentov.

Experimentalna ¢ast’

Vzorky voskov boli kupené z miestneho obchodu. Standard véelieho vosku, bol ziskany od
miestneho vé&elara. Vzorky voskov sa rozpustili v chloroforme s koncentraciou 5% (w/w).
Kalibra¢né roztoky vzoriek voskov zo svieCok boli pripravené v zmesi vceli vosk : parafin/stearin
s celkovou koncentraciou voskov 5 % (w/w) avrozsahu od 100:0 do 0:100 (v¢eli vosk :
stearin/parafin).

GC-MS analyza sa uskuto¢nila pomocou plynového chromatografu S hmotnostnym
spektrometrom. Jeden pl vzorky sa davkoval v splitles mode, na prazdnu koldénu s deaktivovanym
povrchom (restriktor) pri konstantnom prietoku 1,1 ml/min hélia. Teplota chromatografickej pece
bola 350°C. MS podmienky: teplota idonového zdroja 230°C, elektronova ionizacia 70 eV, emisny
prad 50 pA. Charakteristické fragmenty boli 284 pre stearinovy vosk, 501, 515, 531, 545, 558 pre
parafinovy vosk a pre vceli vosk 592.

Porovnavacia analyza prebichala na plynovom chromatografe s plamenovo ionizaénym
detektorom. Separacia latok prebiehala na kolone UNIMETAL 8,5m X 0,53 um i.d x 0.17 um s
teplotnym programom od 80°C do 380°C a teplotnym gradientom 10°C/min

Vysledky a diskusia
Chromatografické zdznamy z porovnavajicej analyzy uskutocnenej na HTGC-FID umoznili

jednoznacne urdit’ typ vosku. Stearin eluoval v oblasti C1g-Cyo, parafinové vosky eluovali v oblasti
C20-Cuo (v zavislosti od frakcie parafinu) a zdznam z vcelieho vosku pozostaval z dvoch skupin
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pri¢om, prvi skupinu tvorili neparne alkdny (C,i-Css) adruhd skupina bola tvorend prevazne
vy$§imi mastnymi kyselinami, monoestermi, hydroxiestermi a diestermi v oblasti od Css-Ces, ¢o je
v zhode s literatarou [5].

Na identifikaciu voskov pomocou novej metody neboli pouzité chromatografické zaznamy, ako
v pripade analyz GC-FID, ale boli pouzité priemerné hmotnostné spektra od 1-1,6 min. Casovy
usek bol pouzity na identifikaciu a kvantifikaciu voskov na zéklade zistenych charakteristickych
iénov. Pre parafin bolo pozitych 5 charakteristickych ionov, z dovodu zachytenia réznych frakcii
pouzitych pri vyrobe. Pomocou ziskanych hmotnostné spektier je mozné jednoznacné rozliSenie
VOoSKov.

Na analyzu sa pouzilo 6 vzoriek svie¢ok predavanych ako sviecky z v¢elieho vosku. Vysledky
analyz st uvedené v tabul’ke 1.

Tabulka 1:Sumdrny obsah voskov vo vzorkach s prisluchajucimi RSD hodnotami.

Vzorka 1 2 3 4 5 6
m/z cw/w RSD cw/w RSD cw/w RSD cw/w RSD cw/w RSD cw/w RSD
[%] [%] (%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
Stearin 284 9 2 18 3 - - - - 4 12 9 1
Parafin 2 50515531 52 1,8 67 10 84 3,8 93 10 72 7,0 50 4,5
545, 558
Véeli
cell 592 83 4,3 - - - - - - 2,4 5 - -
vosk
Zaver

Metdéda umoziluje analyzu vzoriek s vysokou teplotou varu bez pouzitia chromatografickej
Separacie na kolone. Vyhodami metody je kratSia doba analyz, jednoducha uprava vzoriek, analyzy
nie st zataZené prchanim stacionarnej fazy a aj nedegradovanie chromatografickych kolon. Medzi
nevyhody metody patri najmé ziskanie zmesného hmotnostného spektra, ¢o moze byt v niektorych
pripadoch obmedzujutce.

Aplikéaciou metddy na redlnych vzorkach sme zistili panovanie véelieho vosku na urovni od 5,2 %
po 100%, kde vo vyrobku deklarovanom ako vceli vosk, nebola zistena jeho pritomnost.

Pod’akovanie
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Uvod

Viacsina vedeckych §tadii sa zaobera prave analyzou ilegalnych latok v smolke alebo chordb
spojenych s inhalaciou smolky [1]. Na plynovochromatograficki analyzu boli pouzité vzorky
smolky — mekonia. Ide o husty, ¢ierno — zeleny druh Fudskej stolice bez zapachu, ktory sa vyskytuje
u novorodencov [2]. Je vysledkom hromadenia deskvamovanych buniek, sekrétov z ¢reva, plodovej
vody, lanuga vlasov, mastného materialu z vernixu caseosa a vody (70%) [3]. Mekonium je sterilné
a vylucuje sa v prvych 24 — 48 hodinach po porode [4]. Najcastejsie sa analyzuje na pritomnost’
drog ako kokain, nikotin a iné drogy, ktoré poukazuju na ich uZivanie podas tehotenstva. Dalej sa
vykondva screening mekodnia na zistenie cystickej fibrozy u novorodencov [5].

Cielom tejto prace bolo zistenie najvhodnejsej metddy na extrakciu polarnych organickych
latok zo vzoriek smolky.

Experimentalna ¢ast’

50 mg smolky sa pred samotnou extrakénou metddou lyofilizovalo a susilo v piecke pri 105°C,
pri¢om sa hmotnost’ vzorky zniZila na 2,70 mg. Na analyzu bolo pouzitych niekol’ko metod, z toho
prvé bola silanizacia. K vysusSenej vzorke smolky sa pridalo 300 pl acetonitrilu (ACN), 300 pl
1,1,1,3,3,3 — hexametyldisilazanu (HMDS) a 2 pul kyseliny trifluéroctovej (TFA). Vzorka sa miesala
na trepacke 30 minit pri 50°C . Po 30 minatach sa pridalo 400 pl bis(trimetylsilyl)trifluoroacetamid
(BSTFA) a znova sa vzorka zahrievala 30 mintt pri 80°C . Nasledne sa vzorka centrifugovala a na
analyzu sa odobralo 20 pl supernatantu.

Dalsou metodou bola transesterifikacia. K vysuSenej vzorke sa pridalo 500 pl n-hexanu. 60 pl
metanolatu sodného v suchom metanole a nechalo sa to mie$at’ na trepacke 15 minut pri 40°C . Po
uplynuti 15 minut sa pridalo 60 pl kyseliny stavelovej v 0,5 M dietyléteri. Vzorka sa pretrepala,
centrifugovala a analyzovala pomocou GC-FID.

Pri tretej metdde sa vysuSena vzorka smolky zaliala 1ml chloroformu.

Poslednou metédou bola extrakcia vzorky diazometanom v chloroforme.

Vysledky a diskusia

Chromatograficky zaznam smolky obsahoval mnozstvo pikov, v zavislosti od pouZzitej metody.
Jednotlivymi extrakénymi postupmi sme namerali v ziskanych vzorkach smolky od 19 pikov do 77
pikov. Najmens$iu G¢innost’ na mnozstvo pikov mala metdda rozpustenia vzorky v chloroforme.
Touto metdédou sme ziskali len 19 pikov, ktorych celkova plocha bola 2040 pAs.
Transesterifikiciou sme pozorovali 23 pikov scelkovou plochou 1584 pA.s. Extrakcia
diazometanom v chloroforme poskytovala 26 pikov. Celkova plocha pikov mala hodnotu 2054
pA.s. Ako najucinnejSia metdda s poctom pikov 77 acelkovou plochou 7849,8 pA.s bola
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silaniz4cia. Pri porovnani tychto metdd je zrejmé, Ze pouzitie roéznych extrakénych metod
ovplyviiuje pocet pikov, teda zloziek vo vzorke.

Napriek tomu, ze silanizacia je Casovo narocnejSia derivatizaéna metdda, podla
vytaznosti(poctu pikov aich celkovej plochy), sa ukéazala ako najlepSia extrakénid metoda.
Extrakcia diazometanom v chloroforme je z ¢asového hl'adiska vyhodnejSia ako silanizacia, avSak
pocet pikov bol skoro 4-nasobne mensi.

Pri analyze vzoriek smolky silanizaciou ako derivatizaénou metodou bolo porovnavanych aj 5
vzoriek sroznou hmotnostou, konkrétne 50,3 mg, 100,4 mg, 150,6 mg, 200,6 mg a 254 mg.
Vysu$ené a silanizované vzorky klesli na hmotnosti 2,65 mg, 2,70 mg, 2,70 mg, 2,73 mg a 2,32 mg.
Chromatografické zaznamy poskytovali rozne pocty pikov, od 19 az po 109. Najvyssi pocet, 109
pikov, sme zaznamenali pri vzorke s pévodnou hmotnostou 100,4 mg. Celkova plocha pikov pri
tejto hmotnosti mala hodnotu 824 408 pA.s. Posledné tri hmotnosti vzoriek mali porovnatelny
pocet pikov. Najmensi pocet, 17 pikov, mala vzorka snajnizSou hmotnostou 50,3 mg, co
predstavovalo celkovi plochu 1943 pA.s. Vel'ké rozdiely v pocte aj ploche pikov mohli byt
sposobené predovsetkym nehomogenitou vzorky.

Zaver

Prenatalne uzivanie toxickych latok je stale velkym problémom pri otazkach zdravia. Smolka sa
stala jednou z mnohych biologickych vzoriek pouZivanych na detekciu toxickych latok pocas
tehotenstva aj vd’aka tomu, ze ide o neinvazivny odber vzorky. Vo vzorkach smolky boli zistené
metabolity alkoholu, nezdkonnych drog, lieciv, nikotinu a pod. Tato praca sa vSak zamerala na
néjdenie vhodnej derivatizacnej alebo extrakénej metddy na analyzu vzoriek smolky pomocou GC-
FID. Z vysledkov je zrejmé, Zze najvhodnejSia metdda na ziskanie najvéacSieho mnozstva pikov je
dvojkrokova silanizacia s HMDS a BSTFA.
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Uvod

Praca je zamerana na analyzu polarnych organickych latok na bankovkach, ktoré sa
zachytia na ich povrchu pri beznom pouzivani.

Za vhodni metédu na identifikdciu polarnych organickych latok je povazovana
plynova chromatografia, ktora je vyuzivana aj v tejto praci. Plynovi chromatografiu (GC) je
mozné kombinovat s hmotnostno-spektrometrickym detektorom (MS), vdaka comu
porovnanim nameranych hmotnostnych spektier s elektronickou kniznicou spektier mézeme
identifikovat’ analyty vo vzorkach.

Medzi hlavné kontaminanty bankoviek patri pot, koZzny maz, kozmetika a drogy [1].
Praca sa sustred’'uje na pot (ekrinny aj apokrinny), kozny maz a kozmetiku, pretoze sa
najCastejSie nachadzaji na odtlackoch prstov [2-5].

Experimentélna cast’

Na analyzy sme pouzili bankovky réznych krajin a hodnét, ukrajinské 1 a 2 hrivny,
madarskych 1000 forintov, srbskych 10 dindrov a 1 americky dolar atri druhy bezne
pouzivanych krémov [6].

V prvej Casti experimentu sme sa venovali extrakcii latok z pouZivanych bankoviek.
Po odskusani roznych extrakénych ¢inidiel ako metanol, aceton, acetonitril a ich kombinacii,
sme z dovodu najvys$Sej vytaznosti extrakcie polarnych latok z bankoviek vybrali zmes
metanolu a acetonitrilu v pomere 1:1. Bankovky sme vlozili do 12ml vialiek a pridali sme 4
ml metanolu a 4 ml acetonitrilu. Vzorky sme extrahovali na trepacke 60 minuat. Néasledne sme
rozpustadlo odparili pri teplote priblizne 65°C, ¢im sme vzorku zahustili. [6]

Po zahusteni vzoriek nasledovala derivatizacia polarnych, neprchavych analytov vo
vzorkach. Ako derivatizaénu techniku sme pouzili dvojstupiiovu silanizaciu, ¢o je zavadzanie
silylovej skupiny do molekuly. K vzorke sme po odpareni rozptstadla pridali 300 yl HMDS
(hexametyldisilazan), 300 pl acetonitrilu a 3 pl TFA (kyseliny trifludr octovej), vialky sme pri
ststavnom mieSani zahrievali na 50°C po dobu 30 minat. V druhom kroku sme do vzorky
pridali 400 pl BSTFA avzorku sme za neustaleho mieSania zahrievali na 80°C po dobu 30
minat [6]

Vzorky boli merané pomocou GC-MS. Na ziklade porovnavania MS spektier
jednotlivych pikov s elektronickou kniznicou spektier sme zistovali, aké organické latky sa
nachadzaji na bankovkach. [6]

Vysledky a diskusia
Porovnanim zloZenia polarnych latok na bankovkach réznych krajin a hodnét sme
zistili, ze latky na vSetkych bankovkach st priblizne rovnaké a odlisnosti Sme pozorovali v ich
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kvantitativnom zastipeni. Na zaznamoch vsetkych bankoviek mal vysoké zastupenie glycerol,
kyselina mlie¢na, mocovina a mastné kyseliny. Okrem tychto latok sa vo vzorkach nachadzali
aj sacharidy, alkoholy, ftalaty a monoacylglyceroly. Na vSetkych bankovkach sa nachadzal
skvalén a cholesterol, obe tieto latky pochadzaju z kozného mazu.

Dalgim cielom prace bolo uréit piky prislichajuce krémom. Uskutoénili sme analyzu
krémov a nasledne sme zdznamy krémov porovnali so zdznamom bankoviek. Porovnavanim
zaznamov sme urcili, ktoré latky zo zaznamov bankoviek pravdepodobne prisluchaji
krémom. Zistili sme, Zze z krémov pochadzaji latky ako kyselina dekanova, monostearat
glycerolu a kyselina palmitova a stearova, ale tie mdzu pochadzat’ aj z kozného mazu, ktorého
st sucast’ou.

Poslednym ciel'om prace bolo porovnat’ eurové bankovky. Jedna bankovka bola stara,
opotrebovana, $pinava, zatial' ¢o druhu sme sa snazili pouzit' ¢o najnovsiu. Pri porovnavani
chromatogramov sme zistili, Ze niektoré zliceniny sa na novej bankovke nenachadzaji alebo
ich koncentracia je oproti pouzivanej bankovke zanedbatelna. Niektoré zluceniny sa vsak
nachadzali na oboch bankovkach. Najviac viditelné zmeny boli pozorované v zluceninach
ako glycerol, kyselina mlie¢na, mocovina alebo mastnych kyselinach, kedy bol pik viditeI'ne
vy$§i pri starej bankovke ako pri novej bankovke.

Zaver

Cielom prace bolo ur¢it’ aké latky sa nachadzaju na bankovkach, pokusit’ sa priradit’
ich povod, napriklad ¢i pochadzaji z potu, kozného mazu alebo kozmetiky. Priradit’ na
zaklade experimentu piky prisluchajiice krémom a porovnat’ novi a start bankovku.
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V dnesnej dobe sa v ovzdusi nachadza stile viac baktérii a mikrob, ktoré vo vécsine
pripadov sposobuju neprijemné zdravotné problémy. Preto je potrebné vyvijat' nové moznosti
atechnologie, ktorymi moézeme proti tymto patogénom bojovat. V sucasnosti je jednou
z rozvijajucich sa technoldgii priprava materialov na baze striebra, nakol’ko antimikrobialne striebro
ma dlhu historiu.

Striebro sa uz tisice rokov pouziva ¢i uZ v idnovej alebo v kovovej forme na liecbu
popalenin, vredov alebo bakteridlnych infekcii, pretoze ma vel'mi efektivne antimikrobidlne Géinky
a urychluje hojenie ran [1]. V roku 1940, kedy boli na trh zaradené nové moderné antibiotika na
baze organickych molekul, si proti nim patogénne mikroorganizmy postupne vybudovali $pecificka
odolnost’. V sticasnosti je situacia taka, ze baktérie maju stile zvySujlicu sa rezistenciu voci
antibiotikam [2]. T4to zvySujuca sa rezistencia na lieky povzbudzuje chemikov, aby najmé v oblasti
bioanorganickej chémie hladali nové formy moznosti boja proti patogénnym mikroorganizmom.
Zakladna myslienka je spojenie antimikrobialneho kovu (Zn (II), Cu (II), Ag (I)) a ucinného
organického ligandu do nového stabilnejSicho antimikrobialneho a protinadorového lie€iva [3].
Komplexy striebra sa intenzivne $tuduju s NHC ligandami; karboxylato ligandami; N-ligandami; P-
ligandami alebo so zmieSanymi ligandami [4].

Ciel'om naSej experimentalnej prace bolo pripravit’ a charakterizovat’ stabilné koordina¢né
zlGCeniny striebra na baze, organizmu priaznivejsich, aminokyselinach L-alaninu (L-Ala) a L-
fenylalaninu (L-Phe), s predpokladom, Ze aj tieto latky budi mat' slubné antimikrobilne
a protinadorové G¢inky. S cielom najst’ vhodné podmienky krystalizacie sme vo vodnom roztoku
pomocou potenciometrickych titracii §tudovali tvorbu komplexnych striebornych Castic s L-Ala a
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L-Phe biologickymi ligandami. Pre potvrdenie viizbového modelu sme pouzili *H a®C NMR
titracie.

Po  navrhnuti  podmienok  kryStalizacie =~ sme  nasyntetizovali ~ komplexy
{[Ags(HAI2)4(NO3)3]}n(NO3), a {[Ag(Phe)]}n, a pomocou infradervenej spektroskopie, rontgenovej
Struktirnej analyzy, elementarnej a termickej analyzy sme potvrdili zloZenie uvedenych komplexov
Vv tuhej faze.

Nasa experimentalna praca bola tiez zamerana na testovanie biologickej aktivity tychto
pripravenych komplexov. Ich antibakterialna, antimykoticka a protikvasinkova aktivita sa Studovala
a porovnavala s komer¢ne pouzivanym liekom sulfadiazinom striebornym. Okrem toho sa hodnotila
aj cytotoxicka aktivita proti roznym bunkovym linidm.
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SYNTEZA 15-17CLENNYCH PIPERAZINOVYCH
MAKROCYKLICKS'{CH LIGAN,DI°J A JEJICH
KOMPLEXU S PRECHODNYMI KOVY

Eva Zahradnikova

Univerzita Palackého v Olomouci, Pitirodovédeckd fakulta, katedra anorganické chemie
eva.zahradnikova0l@upol.cz

Uvod

Makrocyklické ligandy predstavuji v soucasné dobé Sirokou skupinu latek, jejichz vhodnym
navrhem, Gpravou a riznymi modifikacemi je mozné pfipravovat komplexy, V nichZ centralni atom
dosahuje méné béznych koordinaénich &isel, naptiklad pét &i sedm.! Takové komplexy mohou
vykazovat zajimavé magnetické chovani, ptedevsim pak vysokou miru magnetické anizotropie a
mohou vystupovat jako tzv. jednomolekulové magnety (SMM).?* Tyto latky se vyznacuji pomalou
relaxaci magnetizace na molekularni urovni a mohou najit Siroké potencialni vyuziti coby
vysokokapacitni pamétova zatizeni, v kvantovych pocitacich, ¢i mohou byt vyuzity ve spintronice.*
Systémy, které by obsahovaly ve svém makrocyklickém skeletu piperazinovy kruh, byly poprvé
popsany na konci 80. let minulého stoleti,’ nicméné jim doposud nebylo vénovano pfili§ pozornosti.
Pfesto by tyto ligandy, respektive jejich komplexy, mohly vytvafet zajimavé systémy, které si
zaslouzi dal§iho zkoumani.

Experimentalni ¢ast

Priprava ligandii: Pro pfipravu vSech tii ligandt bylo vyuzito totozného postupu (souhrn uvadi
Obr. 1). Syntéza byla provedena dle modifikovaného postupu uvedeném v literatute.>® Pyridin-2,6-
dikarbaldehyd (1 ekv.) byl rozpustén vsuchém methanolu a kroztoku byl pfidan pevny
MnCl,-4H20 (1 ekv.). Piislusny amin (1 ekv.) byl rozpustén ve 20 ml suchého methanolu, umistén
do injekeni stiikacky a v pribéhu 20 min prikapan pomoci linearni pumpy k intenzivné michanému
ptedchozimu roztoku. Po ukonéeni pfidavku byla smés nasledné 2 h refluxovana, poté byla
zchlazena na 4 °C a K roztoku byl ptidan pevny NaBHs (4 ekv.). Po 24 h michani za pokojové
teploty byla ptfidana destilovana voda a methanol byl odpafen za snizeného tlaku. Nasledné byla
provedena extrakce chloroformem a po piesuseni a odpafeni organického rozpoustédla byl ziskéan
ptislusny produkt, ktery byl piecistén sloupcovou chromatografii (silikagel + NHsOH/ethanol, 2/5).

| =

» MnCl N
HEN— Ve NHZ + N/ 2 HN NH
| |
B, © oy NJ
n — m

(o)

Obr. 1: Schéma piipravy ligandt: 15¢lenny (m = n= 1, Lgigt), 16¢lenny (m = 1, n =2, Letprop) @
17¢lenny (m = n = 2, Lgiprop).

Priprava komplexi: K roztoku pfislusného ligandu (1 ekv.) v methanolu byl pomalu za
intenzivniho michani pfikapan methanolicky roztok dané soli M(C104)2:6H20 (M = Mn, Fe, Co, Ni,
1 ekv.). Doslo ke vzniku srazeniny, ktera byla zfiltrovana a rozpusténa v acetonitrilu. Vysledny
roztok byl umistén do vialky a po dobu 1 tydne probihala plynna diftize par diethyletheru, coz vedlo
ke vzniku krystali.
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Vysledky a diskuze

V ramci vlastni prace byla optimalizovana syntéza 17¢lenného makrocyklu Lgiprop, kdy pouziti
linearni pumpy zvysilo vytéznost z ptivodnich 20 %% na 76 %. Dale byl piipraven jeho 16¢lenny
analog Letwprop a byla provedena série pokust o ptipravu Ldiet, ktera v8ak nebyla (ispé$na a namisto
néj byl ziskan pouze dvojnasobné velky makrocyklus, Lowiey. V piipadé Lairrop byla pfipravena série
komplext Mn(II), Fe(II), Co(II), Ni(II) a od vSech byly ziskany krystalové struktury. Bylo zjisténo,
ze s klesajicim polomérem iontu dochézi jednak K poklesu koordinagniho ¢isla ze sedmi na pét a
soucasné k pomérné vyrazné deformaci makrocyklu. Manganaty komplex ma pentagonalné
bipyramidalni uspofadani s téméf planarné uspofddanymi N-donorovymi atomy ligandu
Vv ekvatorialni roviné a koordina¢ni sféra je doplnéna dvéma chloristanovymi anionty v axialnich
pozicich. U Zeleznatého a kobaltnatého komplexu klesa koordina¢ni ¢islo na Sest a piperazinovy
cyklus je pootocen, a kromé dusikovych atomti makrocyklu se na centralni atom vaze jeSté jedna
molekula acetonitrilu. Nikelnaty komplex ma pak koordina¢ni ¢islo pét. V piipadé nikelnatych
komplexu ligandi Lewrop @ Logiey) je zachovano koordinaéni ¢islo Sest — nékteré donorové atomy
ligandt zGstavaji nekoordinovany a jejich misto zaujimaji molekuly aniontl ¢i rozpoustédel.

Obr. 2: RTG struktury komplext ligand® Laiprop, Letprop & L2(digt)-
Zavér
Byla pfipravena série komplexti vybranych ptechodnych kovti se 17¢lennym makrocyklickym
ligandem Lgiprop, kdy byl pozorovan pokles koordina¢niho ¢isla v fadé Mn(II)—Ni(Il) z 7—6—5.
Nasledné bylo zjisténo, ze zmenSeni makrocyklické kavity vede v pfipadé nikelnatého komplexu
kjeho zvySeni zpéti na Sest a totéz bylo pozorovano v pifipadé dvoujaderného 30¢lenného
komplexu. Magnetické vlastnosti jsou pak pfedmétem dalsiho studia.

Podékovani

Podékovani nalezi predevsim Skoliteli RNDr. Bohuslavu DrahoSovi, Ph.D. za pomoc a cenné
rady pii vypracovavani prace, Mgr. Peteru Antalovi, Ph.D. za pomoc pfi méfeni IR spekter,
Ing. lvanu Nemcovi, Ph.D. za zmé&feni XRPD zdznamu, RNDr. Ivané Cisafové, CSc. za provedeni
RTG analyz a Pavle Richterové za méteni EA.
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Komplexy platiny sa dnes bezne pouzivaji v protinadorovej terapii a to na zaklade ich schopnosti
kovalentné sa viazat’ na DNA. Cisplatina a karboplatina sa uspe$ne pouzivaji pre lieCbu epitelarnych
malignit pluc, hlavy, krku, vaje¢nikov, mocového mechira a semennikov. Na liecbu cisplatiny
rezistentnych kolorektalnych nadorovych ochoreni, sa dnes bezne v klinickej praxi pouziva
oxaliplatina. Platnaté komplexy s dobrym klinickym potencialom, ako je nedaplatina a lobtoplatina,
st zatial’ schvalene len na izemi Ciny, Japonska a Juznej Korey. Je viak prekvapivé, ze komplexy
platiny sa nepouzivaji na lie¢bu karcinomov prsnika ato aj navzdory tomu, ze Casto vykazuji
vyrazné potladenie rastu nadorového tkaniva v pokusoch ako in vitro, tak i in vivo?3, V stidasnosti je
preto stale ldkavou motivaciou ndjdenie vhodnych platnatych komplexov a hlavne vhodnej
kombinacie ich ligandov, ktoré by v testovani svojej cytotoxicity prekonali dnes pouZivané
chemoterapeutika pre lieCbu karcinomu prsnika. Velkym zaujmom vyskumu sa stava kombinacia
cytotoxického a antiproliferaéného Gcinku s inhibiciou, bud’ to samotnych estrogenovych receptorov
alebo inhibiciou enzymu armotazy(enzym zodpovedny za premenu testosterdnu na estrogén)
pripravovanych potencialnych liegiv na bazy platiny®. Prave inhibicia enzymu aromatéazy je jednym
z terapeutickych pristupov pri liecbe hormonalne dependentnych buniek karcindmu prsnika,
u ktorych sa prejavuje rezistencia na lieGbu inhibitormi estrogenovych receptorov (napr.
Tamoxifenu)®.

Vybrané ligandy pre pripravu cis-diiodido-platnatych(ll) komplexnych zlicenin obsahuji
zakladny struktirny motiv latok, chalkdnov, ktoré vykazuju vel'mi pozitivne vysledky, ako inhibitory
enzymu aromatazy. Jedna sa o sériu ligandov chalkénov 4-(1H-imidazol-1-yl) benzaldehydu, ktora
bola pripravena kondenzaénou reakciou roznych acetofenénov (acetofenon, 4-metylacetofenon, 4-
metoxyacetofenon,  4-hydroxyacetofenon a  4-bromoacetofenon) s  4-(1H-imidazol-1-
yl) benzaldehydom aich ¢istota a predpokladana Struktira boli potvrdené NMR spektroskopiou
a hmotnostnou spektrometriou. Nasledne boli tieto ligandy pouZzité K priprave cis-diiodido-
platnatych(ll) komplexov, rozpustenim K>PtCls(1 mmol) vo vode as naslednym pridanim
Kl(4,5mmol). Po vzniku KzPtls roztok zéernel a do systému boli pridané chalkony 4-(1H-imidazol-
1-yl) benzaldehydu(2 mmol) rozpustené v metanole. Vzniknuta zrazenina bola po 24h odfiltrovana
a premyta vodou a dietyléterom. Cela priprava cis-diiodido-platnatych(ll) komplexnych zli¢enin
prebiehala pri izbovej teplote. Pripravené komplexné zlG¢eniny boli ocharakterizované pomocou
'HNMR spektroskopie, ?CNMR spektroskopie, %PtNMR spektroskopie, HMCQ NMR
spektroskopie, HMBC NMR spektroskopie, hmotnostnej spektrometrie, infracervenej spektroskopie
a elementarnej analyzy. Vsetky pripravené komplexy boli podrobené stadiu roztokovej stability
,pomocou 'H NMR spektroskopie v $tandardne pouzivanych roztokoch a to 100%DMF-d7,
20%DMF-d-/80% D0, 20%DMF-d-/80% D20 + 5M equiv. KCI a D20, 20%DMF-d;/80% D20 +
1M equiv. glutationu. Pravé vysledky roztokovej stability cis-diiodido-platnatych(ll) komplexnych
zlagenin, mdzu napovedat’ ich mechanizmus u¢inku pri experimentoch in vitro a in vivo.

Z vysledkov stadia roztokovej stability je zrejmé, Ze vsetky pripravené cis-diiodido-platnate(Il)
komplexy st stabilné v systéme 100%DMF-d7 po celu dobu experimentu (72h), naopak v systémoch
20%DMF-d7/80% D0, 20%DMF-d7/80% D.0O + 5M equiv. KCI a D20, 20%DMF-d7/80% D.O +
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IM equiv. glutationu dochadza k postupnej zmene na vsetkych pripravenych komplexoch cis-
diiodido-platnatych(ll). Séria pripravenych cis-diiodido-platnatych(ll) komplexov s réznymi
derivatmi chalkonov 4-(1H-imidazol-1-yl) benzaldehydu je =zatial vvode skriningu svojej
biologickej aktivity v experimentoch in vitro. Su vykonavané testy interakcie s proteinmi (cytochrom
¢, HSA) a DNA pomocou hmotnostnej spektrometrie a HPLC, testy Stiepenia DNA ( na plazmide
PUC19) atesty na buneénych linisch MCF7 a MCF10DCIS. Dalej sa stanovuje fizova $pecifita (v
ktorej faze bunecného cyklu doéjde po aplikacii lieCiva k jeho zastaveniu) bunecného delenia.
V buducnosti budil vykonané tiez testy inhibicie enzymu aromatazy .
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UvoD

Z hladiska koordinaénej chémie su klatrochelaty komplexy, ktoré obsahuju vo svojej Struktare
i6ny kovu v ramci trojdimenzionalnej dutiny (klietka, kapsula). VSetky ligandy tvoriace klietku musia
byt naviazané donorno-akceptorovou vézbou a musia obsahovat’ aspofi dva makrocyklické
fragmenty [1].

Klatrochelaty so zapuzdrenymi ionmi kobaltu (Co(II)/Co(IIl)) maju potencial na poli vyroby
molekulovych poéitadov a elektronickych zariadeni v nanorozmeroch [2]. Zeleznaté klatrochelaty
boli vyuzité pri navrhovani separatorov DNA [3]. Niektoré z tychto latok su zname aj ako inhibitory
pre T7 polymerazu [4].

Nami $tudované klatrochelaty boli oba pripravené v zahranici z rovnakého prekurzora (obr.1).
Klatrochelat FeBd2(QnGm)(BF). oznacovany aj ako V435 a klatrochelat FeBd2(Me2QnGm)(BF):
oznaéovany ako RS2 sa lisia len dvomi metylovymi skupinami na rebre klatrochelitu. Na zéklade
tejto podobnosti je tu predpoklad Ze budi reagovat’ podobne.

FeBdo(QnGm)(BF)2 FeBds(Me,QnGm)(BF )2

Obrazok 1:klatrochelaty FeBd2(QnGm)(BF)2 oznaCovany aj ako V435 a
FeBd2(Me2QnGm)(BF)2 ozna¢ovany ako RS2

V tejto praci sa zaoberame vplyvom necistdt v rozptst'adle, a aj jeho zloZenia, na fotochemickt
reaktivitu zvolenych klatrochelatov. Snazime sa zistit’ ako dané klatrochelaty reaguju a ¢i je mozné
ich reakciu nejakym spésobom katalyzovat’ pripadne inhibovat’. TaktieZ sa snazime charakterizovat’
typ prebiehajucej fotochemickej reakcie a identifikovat’ produkt alebo produkty tejto reakcie.

EXPERIMNETALNA CAST

Na uréenie dopadajuceho toku foténov na fotochemicku ststavu z LED kyviet fotoreaktora sme
vyuzili metédu chemickej aktinometrie.

Na pozorovanie fotochemickych zmien spdsobenych ozarovanim sme vyuzili metiodu UV/VIS
spektroskopie. Z jednotlivych elektronovych spektier sme dokazali detekovat’ priebeh reakcie, jej
koniec pripadne aj nasledny rozpad produktu. Ako rozpustadla sme vyuZivali chloroform
a acetonitril.
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Produkty fotochemickej reakcie sme sa pokusali identifikovat’ metodou hmotnostnej
spektroskopie s ionizaciou elektrosprejom a na zéklade vysledkov z ESI-MS sme navrhli
predpokladany produkt z fotochemnickych reakcii (obrazok 2).
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Obrazok 2: Predpokladana fotochemicka reakcia klatrochelatov.

VYSLEDKY A ZAVER

Nasim cielom bolo zistit' ako niektoré necistoty/produkty rozkladu v rozpustadle ovplyviiuju
fotochemicku premenu danych klatrochelatov FeBd2(QnGm)(BF)2 a FeBd2(Me2QnGm)(BF).. Do
precisteného rozpustadla, chloroformu, sme pridavali trifosgén a pozorovali rychlost zmeny.
Pridanie trifosgénu vyrazne skratilo priebeh reakcie. Reakcia dokonca prebiehala aj samovolne, teda
bez ozarovania a ak sme sustavu ozarovali dostatocne dlhy cas bolo mozné pozorovat rozpad
klatrochelatov, ¢o sa prejavilo odfarbenim reakénej ststavy

Do reakénej stistavy sme pridavali aj chlorovodik v etanole a aj samotny etanol. Pri meraniach
s menej vykonnymi LED panelmi reakcia neprebichala. Ked’ sme vyuzili vykonnejSie LED panely
reakcia prebiehala avSak pomalSie. Pri reakciach, kde sme pridavali len etanol, sme pozorovali
vyrazne vysSiu rychlost’ reakcie avSak zdroven aj vel'mi rychlu spétnu reakciu. Na zéklade tychto
pozorovani sme ustdili Ze chlorovodik inhibuje nielen priamu ale aj spatnu reakciu.

Merania v acetonitrile prebichali vel'mi pomaly, reakcia neprebehla tplne a produkty rychlo
podlichali spitnej reakecii.

Na zaklade ESI-MS spektier predpokladame Ze pri ozarovani roztokov klatrochelatov dochadza
k redukcii chinolinového jadra daného klatrochelatu - naviazanie atbmov vodika na atomy dusika
(obrazok 2).
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Uvod

Spinovy prechod (z angl. ,,spin-crossover®) je mozné dosiahnut’ v komplexoch prechodnych
kovoch s valen¢nou elektronovou konfiguraciou 3d*-3d’, ajeho vyvolanie je dosiahnutelné
variaciou externych podmienok ako je zmena tlaku, teploty, elektrického alebo magnetického pol'a
alebo svetelnym oziarenim. V dosledku roznej distribucie elektronov ramci hladin tog & eg dochadza
k zmenam magnetickych a Struktirnych vlastnosti a takéto latky maji potencidlne vyuzitie pri
zhotovovani pamitovych zariadeni, displejov 2 ako aj v medicine v MRI.EF!

Experimentalna ¢ast’

Ligandy koordinujice Zzeleznaté soli boli pripravené v spolupraci S oddelenim organicke;j
chémie pod vedenim Ing. Roberta Fischera, PhD. Molekula 2-{n-[trans-fenyldiazenyl]pyridin-2-
yl}-1H-benzimidazol bola syntetizovana vo forme vsetkych izomérov na pyridinovom kruhu (n=3,
4, 5 alebo 6). Pri substitacii do polohy 6’ sa tento ligand preukézal ako tridentatny, pri¢om jeho
dalsie izoméry sa uz koordinovali bidentatne a v pripade substiticie pyridinu do polohy 3’ bolo
nutné zvysit’ rozpustnost’ vymenou imidazolového vodika za metylovu skupinu.

Koordinaéné zlugeniny boli pripravované v réznych rozpGstadlach aich zmesiach, v inertnej
atmosfére a mieSanim 24 hodin zvicSa pri izbovej teplote. Surova reakéna zmes bola filtrovana
a ponechana krystalizovat’ pomalym odparovanim rozpustadla alebo diftziou par éteru (dietyléter
alebo terc-butylmetyléter) pri izbovej alebo zniZenej (5 °C) teplote. Pocas reakcie, pri pouZiti
chloridu alebo bromidu Zeleznatého sa pozorovalo okamzité zrazanie zeleného polykrystalického
materialu. V pripade Zeleznatych soli vacsich anionov (ClO4,, BFs, CF3SO3’) uz pocas reakcie
dochadzalo k minimalnemu zrdZaniu aroztoky nadobudali tmavozelené, hnedo-Gervené alebo
oranzové sfarbenie, v zavislosti od typu ligandu.

Struktira komplexov ako aj ligandov bola charakterizovand priamymi a nepriamymi
spektralnymi metédami, pricom sa merala aj izomerizaéna aktivita ligandu. Magnetické merania
pripravenych Zeleznatych komplexov sa budd sustredit’ na identifikaciu teplotne a svetlom
indukovaného spin-crossover komplexu.

Vysledky prace a diskusia

Podla RTG analyzy, ligand L1 (2-{4-[trans-fenyldiazenyl]pyridin-2-yl}-1H-benzimidazol)
kryStalizuje v triklinickej ststave s priestorovou grupou P1l. VyrieSena krysStalova Struktura
metylovaného substituovaného azofenylu L2 (1-metyl-2-{3-[trans-fenyldiazenyl]pyridin-2-yI}-1H-
benzimidazol) potvrdila monoklinicky systém s priestorovou grupou P2i/c. V komplexe 1
([Fe(L3)2](BF4)2) (kde L3 = 2-{6-[trans-fenyldiazenyl]pyridin-2-yl}-1H-benzimidazol) sa ligand
L3 koordinuje na zeleznaty io6n tridentitne, priCom tento komplex kryStalizuje taktieZz v
monoklinickom systéme s priestorovou grupou P2i/c. Magnetické vySetrovanie potvrdilo
nizkospinové a teda diamagnetické spravanie komplexu 1 az do teploty 400 K. V pripade komplexu
2 ([Fe(L4)3](SOsCFs3)2).L4.S (kde L4 = 2-{5-[trans-fenyldiazenyl]pyridin-2-yI}-1H-benzimidazol,
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S-molekuly krystalovych solventov) sa podarilo predbezne ur¢itt molekulova Struktaru
koordinacnej zltCeniny s ktorou krystalizuje aj minimalne jedna molekula nekoordinovaného
ligandu L4 a nezname mnozstvo molekul rozpustadla. Krystalova struktira nebola uplne dorieSena
kvoli strmému poklesu intenzit difrakcii pri vysokych difrakénych uhloch a tento efekt moze byt
sposobeny nedostato¢nou kvalitou kry$talu alebo jeho neusporiadanou $truktarou.

Zaver

Cielom prezentovanej prace bolo syntetizovat, Struktirne a magneticky charakterizovat’
komplexy Fe(ll) vSetkych izomérov azo-substituovanych benzimidazolyl-pyridinovych ligandov.
Nekoordinované ligandy substituentov 4’ a 3’ kryStalizuj v triklinickom a monoklinickom
systéme. Pri koordinacii 6> izoméru na centralny atom sa ligand preukazal byt tridentatny a tato
diamagnetickd koordina¢na zlG¢enina krystalizuje v monoklinickej sustave. KryStalova Struktara
komplexu 2 s ligandom izoméru 5’ nebola uplne dorieSena, z nameranych dat sa ligand potvrdil byt
didentatny a v oboch pripadoch boli pri krystalizacii komplexov zapojené aj molekuly rozpustadla.
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Uvod

Celosvétova poptavka po betonovych vyrobcich rok od roku roste. Roste tedy i mnozstvi
vyrobeného portlandského cementu, jehoz vyroba je energeticky narocna a je zdrojem
zna¢ného mnozstvi emisi CO,. Proto je kladen diraz na snizeni celkové vyroby cementu tim,
ze se nahradi slinek nebo jeho ¢ast v betonové smési podobnym cementovym materidlem
(napt. vysokopecni struskou). Tato prace se zabyvala pfipravou tzv. hybridnich alkalickych
cementil, které obsahovaly malé procento slinku a kombinovaly pozitivni charakteristiky
materialu z portlandského cementu a materialu vzniklych alkalickou aktivaci. Déle pak bylo
zjistovano optimalni mnozstvi aktivatoru - odpadnich piskii (OP) z vyroby vodniho skla
ptidavanych do smési.
Experimentalni ¢ast

V experimentalni ¢asti byla piipravovana a testovana pétice vzorkt. Jejich slozeni bylo
sestaveno tak, aby odpovidalo oznateni CEM III/C popsané v CSN EN 197-1, tedy 5 hm. %
slinku prepoc¢itaného na hm. % pridavaného portlandského cementu (PC) a 95 hm. %
vysokopecni strusky (VS). Mnozstvi pfidavanych OP byl zvolen ze znalosti jejich obsahu
Na,O, ktery byl vztazen na hmotnost VS. Nasledné byly provedeny zkousky dané
CSN EN 197-1 pro cementy s oznaéenim CEM III/C. Z mechanickych vlastnosti to byla
pevnost v tlaku po 2, 7 a 28 dnech. Z fyzikalnich vlastnosti to byly stanoveni dob tuhnuti,
objemova stalost, mérna hmotnost, mérny povrch a sypna hmotnost. Co se tyc¢e chemickych

vlastnosti, byly provedeny stanoveni siranti, chloridu, ztraty zihanim a nerozpustného zbytku.
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Pro lepsi pochopeni probihajicich hydrataénich déju bylo provedeno kalorimetrické stanoveni
a k ur€eni fazového slozeni byla vyuzita rentgenova difrakéni analyza (XRD).
Vysledky a diskuze

Vzorky aktivované OP dosahovaly ptfi dvoudennim staii vysSich hodnot, nez vzorek
referencni. Pfi tomto stafi doslo u vzorku s nejvétsim pomérem Na,O/VS = 1,2 k navyseni
pevnosti v tlaku odpovidajici Sestindsobku hodnoty reference. Tento poc¢atecni nartist pevnosti
pro vzorky s pfidavkem OP koresponduje s vysledky kalorimetrického stanoveni, kdy doslo
po smichani smési s vétsim obsahem OP k navyseni pH roztoku a tedy docileni rychlejsiho
rozpousténi zrn strusky, které vedlo ke vzniku vétsiho mnozstvi hydrataénich produktt. Co se
ty¢e dlouhodobéjsi pevnosti, tam byly jiz hodnoty vétSiny vzorki s piidavkem OP niZsi nez
hodnoty referen¢niho vzorku.

Pfi stanoveni dob tuhnuti byly u vzork s mensim pomérem OP pozorovany diivéjsi Casy
tuhnuti, nezli tomu bylo u reference. Naopak u vzorkl s vétSim pomérem OP se tento trend
meénil a dochazelo k oddaleni pocatku i konce tuhnuti. U vzorku s pomérem 1,2 byl pocatek
oddalen o dvojnasobek od referencniho vzorku. Vzorky déle vykazovaly nadlimitni mnozstvi
nerozpustného zbytku, coz bylo zptisobeno ptidavkem OP, které obsahovaly nerozpustny
SiO; v podobé kiemicitého pisku. Hodnoty chloridii a sirani se ve vzorcich pohybovaly
v setindch az desetinach procent, a opét byl pozorovan klesajici trend s piidavkem OP.
Pomoci XRD nebyly ve vzorcich detekovany mineraly vyskytujici se pfi hydrataci PC —
portlandit a ettringit.

Zavér

Na zakladé provedenych vysledkd bylo zjisténo, ze vSechny vzorky hybridnich cementt
aktivovanych OP vykazovaly leps$i pocatecni pevnosti nez referencni vzorek. Vzorek
s nejveétsim pomérem Na,O/VS = 1,2 dosahoval vzdy nejvyssich hodnot, nicméné i tak
nesplnil pozadovanou hodnotu pro pevnost v tlaku po 28 dnech podledle CSN EN 197-1,
kterou nesplnil ani referencni vzorek. Ve zbyvajicich zkouskach tento vzorek opét dominoval.

Ze ziskanych vysledki 1ze tedy povazovat za nejvhodnéjsi pomér Na,O/VS = 1,2.
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Uvod

Jako pigmenty jsou oznacované barevné praskové latky, které maji po aplikaci do vhodného
prostiedi kryci, vybarvovaci nebo jiné specidlni schopnosti. Mezi vyhovujici prostfedi pro aplikaci
lze povazovat napt. laky, plasty, pryze, skla, inkousty, glazury, natérové hmoty a mnoho dalSich.
Podle téchto schopnosti se anorganické pigmenty déli na zakladni, specialni a plniva [1].

Anorganické pigmenty jsou po chemické strance jednoduchého slozeni. Prevazné se jedna
0 oxidy, sirany, sulfidy ¢i chromany. I pfiprava pigmenti je jednoduchd, ale je pozadovéana vysoka
kvalita, coz ztézuje technologicky postup vyroby [1].

Obecny vzorec pyrochloru je A2B207, pfi¢emz je mozné nahrazeni A a B, prvky jako jsou napf.
lanthanoidy [2]. Vyhodou pyrochlorovych pigmenti je jejich vysoka termicka stabilita, ktera
dosahuje hodnot az do 2000 °C [3].

Kvalitu pigmenti charakterizuji vlastnosti jako fyzikalné-optické (kryci schopnost a barevnost),
fyzikalni (mechanicka struktura, mechanicka a termicka stabilita), chemické (chemicka odolnost,
chemické slozeni, toxicita, Cistota, praSnost, reaktivita viéi pojivu) a technologické (smacivost,
dispergovatelnost v pojivu, velikost a tvar ¢astic) [1].

Experimentalni ¢ast

Smésny oxidicky pigment Bi15ThosCe207 byl pfipraven tfemi zplsoby, klasickym keramickym
zpusobem s vyuzitim mechanoaktivace, srdZzenim a suspenznim misenim surovin. Pigment
pfipraveny danymi zplsoby byl vypalen v elektrické peci v teplotnim rozmezi od 400 °C
do 1200 °C (po 50 °C) po dobu 3 hodin s rychlosti ohfevu 10 °C/min.

Takto pFipravené pigmenty byly aplikovany do organického pojiva a do keramické glazury (10
hmot. %). Po aplikaci byly proméfeny barevné vlastnosti na pfistroji ColorQuest XE (HunterLab,
USA), ktery vyhodnocuje v barevném prostoru CIE L*a*b* [1].

Vysledky a diskuze

Byly naméfeny hodnoty barevnych soufadnic L*, a*, b* véetné cylindrickych soufadnic H® a S
pigmentu Bi15ThosCe207 piipraveného tfemi zplsoby. Barevny odstin pigmentu pfipraveného
keramickym zplsobem a aplikovaného do organického pojiva ptechazi ze zluté do hnédé, coz
potvrzuji hodnoty soufadnic H®, které se pohybuji v intervalu od 56,25 do 66,12. Se zvysujici se
teplotou vypalu jsou vzorky tmavé a malo syté, ¢emuz odpovidaji hodnoty jasu L* a sytosti S.
Po aplikaci pigmentu do transparentni olovnaté glazury neni viditelny zadny trend.
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Pigment Bi1sThosCe207 ptipraveny srazecim zpusobem aplikovany do organického pojiva je
tmavé zluty az hnédy. S rostouci teplotou vypalu dochazi ke sniZeni jasu a sytosti, coZ znamena, ze
vzorky jsou tmavé a malo syté. Aplikace pigmentu do keramické glazury ma obdobny trend jako pfi
aplikaci do organického pojiva.

Pigment, ktery byl pfipraven suspenznim misenim surovin a aplikovan do organického pojiva,
je zluty az tmavé zluty, coz vyplyva z hodnot H°, které jsou Vrozmezi od 64,11 do 84,84.
Srostouci teplotou vypalu dochazi ktmavnuti pigmentu a ke snizeni sytosti pigmentu
Bi15ThosCe207. Po aplikaci pigmentu do glazury ma nejsvétlejsi a nejsytéjsi barvu pigment
vypaleny pfi teploté 600 °C a je téz nejzlutéjsi.

Fazové slozeni vzorkl bylo analyzovano pomoci rentgenové difrakéni analyzy. Pro vzorek
Bi15ThosCe207 piipraveny keramickym zplsobem, srazecim procesem a suspenznim michanim
surovin bylo identifikovano u vSech zpisobu piipravy dvoufazové slozeni s kubickou krystalovou
strukturou.

Zavér

V této praci bylo cilem ovéfit vhodnou piipravu pigmentu BiisThosCe207, kterd by méla
praktické uplatnéni v aplikaci do keramické glazury ¢i do organického pojiva. Byly zkoumany tii
razné zpusoby piipravy v zavislosti na odliSnych teplotach vypalu a posuzovany podle sytosti
a barevnosti daného pigmentu. Pi ptipravé pigmentu keramickym zpsobem byla z hlediska sytosti
nejlepsi teplota vypalu 800 °C pii aplikaci do organického pojivového systému. Barva pigmentu
vypaleného pfi této teploté byla tmavsi. Keramicka glazura poskytovala svétlejsi odstiny, ale s nizsi
sytosti. Z uvedeného jasné vyplyva, ze z hlediska sytosti (kryvosti) byla mnohem lepsi aplikace
pigmentu do organického pojiva. Srazeci metodou byly pfipraveny svétlé a pomérné syté pigmenty.
Lepsich vysledkd bylo dosazeno aplikaci pigmentu do keramické glazury. Aplikace pigmentu do
organického pojiva a keramické glazury pfipraveného suspenznim misenim surovin ma velmi

podobné vysledky jak z hlediska hodnot jasu, tak i sytosti. Pigment je svétlejsi barvy a je relativné

syty.
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Introduction

Glassy materials have been used for many centuries — in the beginning glassy materials were
mainly used as glassy kitchenware and decorations. The first optical lenses were probably made
in Assyria about 3000 BC. In the antiquity optical lenses had an application mostly
for magnification or for ignition of a material by sunbeams. In the Middle Ages, optical lenses were
used as a part of the first telescopes (e.g. Gallileo’s telescope) [1].

Today glass finds applications in everyday life e.g. dishes, decorations, or as window glass
and also for special hi-tech purposes (optical and optoelectronic components). One of the important
applications are optical lenses. Lenses are usually prepared by two different methods. First, the lenses
with less precise dimensions are mostly prepared by means of the hot embossing technology.
The other used method, produces of which are used in astronomy, is the preparation of optical lenses
using grinding and polishing [2]. For some special purposes such as for focusing radiation into
or from optical fibres, or as optical diffraction gratings, microlenses have to be prepared. One
of the ways how to prepare microlenses is the direct laser writing. The mentioned method is based
on interaction between the laser beam and the material surface [3].

This work is focused on the microlenses formation on the surface of glassy PbO-Ga,0Oz system
by direct laser writing. This type of material has interesting optical properties [4] and thus
potential applications in optics or optoelectronics can be found.

Experimental

Bulk glasses of PbO-Ga,0s system were prepared in composition range between
69.8 and 78.9 molar % of PbO. The each synthesis was performed by the conventional
melt-quenching technique from the corresponding oxides. The prepared glasses were polished
to the optical quality. The microlenses formation on the surface of the polished samples was
performed by subgap illumination (laser with A = 447 nm).

Results and discussion

All prepared bulk glasses were illuminated by the focused laser beam with wavelength 447 nm
with various laser fluences (360-1660 W/cm?) and different exposition times (0.1-5 s). During
the illumination, the microlenses were created (Fig. 1A). The microlenses profile (Fig. 1B) was
measured using Digital Holographic Microscope and the obtained microlenses height was used
for the calculation of the threshold value. The threshold value of the microlenses formation indicates
how much energy is the material able to absorb without any change of its surface.
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Figure 1: A) 3D image of a created microlens, B) 2D microlens profile obtained by Digital Holographic Microscope

It was found that the microlenses formation is influenced by the exposition time, quality
of the sample surface, material thickness and chemical composition. For example for glass with
74.7 molar % of PbO, increasing exposition time causes decrease of the threshold value
of the microlenses formation due to the heat dissipation in a material. On the other hand,
the microlenses height increases with increasing exposition time for the same laser fluence.

Finally, the created microlenses were characterized from point of view of the chemical
composition (EDX), structure (Raman Spectroscopy) and mechanical behavior (Force Spectroscopy).
The measured properties of microlenses were compared with ones of the non-illuminated part
of the material. Based on the obtained results, we suggested that the predominant mechanism
of the microlenses formation should be the thermal expansion.

Conclusion

In this work, the microlenses formation in the PbO-Ga,Oz glassy system (from 69.8 to 78.9
molar % of PbO) by the direct laser writing was studied. The highest created microlenses
(up to 1900 nm) arose on the glass with 74.7 molar % of PbO that has the highest threshold value
of the microlenses formation (~ 730 W/cm? for exposition time 0.5 s) as well. The highest threshold
value of the microlenses formation was attributed to the metagallate structure of this composition [5]
that causes the highest thermal stability of this composition. The mechanism of the microlenses
formation was suggested as the thermal expansion. From the mentioned reasons, the glass with
74.7 molar % of PbO is the most promising material for the potential applications.
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Introduction

Phosphate glasses are materials of wide technological interest due to several attractive
properties, such as low synthesis temperature, UV transmission or high thermal expansion
coefficient and among other also biocompatibility [1]. Its advantage lies in its composition
that is very similar to bone. The pure phosphate glass is completely soluble in an aqueous medium.
Its ability to degrade is decreasing with an increasing content of modifying oxides. The phosphate
glass and its composites could be used to fix fractures or regenerate bones and cartilage [2].

The structure of phosphate glasses is described by four basic types of structural units.
In each of these four structures, the oxygen atom can be bound in three different ways. The first
way is oxygen is bound as bridging oxygen (P-O-P). The second way is the formation of unbridged
oxygen (P-O) and the last option is oxygen bound by a double bond to phosphorus (P=0).
According to the number of bridged oxygen atoms, the basic structural units are referred to as Q",
where n is the number of bridging oxygens. The branched structural unit Q® causes maximum cross-
linking of the structure, the metaphosphate structure Q* is composed of unbranched chains and the
structural unit Q* contains only one bridging atom. The orthophosphate structural unit Q° has no
bridging oxygen atom in its structure [3].

This work aimed to study the influence of copper on structure and some physico-chemical
properties of zinc-metaphosphate glasses.

Experimental

The glass series of xCuO-(50-x)Zn0-50P,0s were prepared from CuO, ZnO (both 99,9%)
and H3PO, (85%) by the conventional melt-quenching technique. Mixed raw materials were
calcined to 700°C for approx. 4 hours in corundum crucibles. The batches were then melted
in an electric furnace for 10 min at a temperature range of 1180-1250 °C. The temperature was
varied by the increasing amount of cupric oxide. The melt was quenched by pouring into a graphite
mould (preheated at ~350 °C) and the prepared glasses were then slowly cooled to room
temperature.

The chemical composition of the prepared glasses was checked with X-ray fluorescence
(XRF) analysis M4 Tornado (Bruker) and Raman spectroscopy. Raman spectra were measured
on bulk at room temperature using a LabRam HR confocal microscope (Horiba Jobin—Yvon),
excitation line of Nd:YAG laser, power 5mW.

1 p MAS NMR spectra were collected at room temperature on an Ascend 500 spectrometer
(Bruker), spin rate 15 kHz.

Measurements of electron paramagnetic resonance (EPR) spectra were performed
on the X band (9.5 GHz) at room temperature using an EMX micro (Bruker Biospin).
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Results and discussion

The composition of the prepared glasses was verified utilizing XRF and the gradual
replacement of Zn by Cu in glasses was confirmed. The structure of the glass-forming part, i.e. the
phosphate network, was studied using Raman spectroscopy, which confirmed the expected presence
of only Q® metaphosphate structural units. Spectra also indicate that both metal cations interact with
non-bridging oxygens only. All the copper-containing glass was colored and the color was changing
from slightly blue-green to dark green depending on the Cu content.

1P MAS NMR was used to investigate the structure of prepared glasses. The NMR spectra
exhibit three bands, which corresponding to Q2 units and Q' respectively. It was confirmed that the
whole glass series consists of Q? structural units, the presence of two experimentally distinguishable
metaphosphate phases differing in their arrangement was found. The presence of less arranged
metaphosphate structural units predominates in the region 15 < x < 50 mol%. Both boundar%/
glasses (50Zn0-50P,05 and 50CuO-50P,0s) contain increased quantity of arranged units Q°.
Glasses contain a small number of pyrophosphate structural units Q" (less than 4 mol%).

The color is caused by Cu®" electron transitions (d° system). Cation Cu?* was also used
as a structural probe in the study of structure by EPR. It was found that during the synthesis
no reduction of Cu®" to Cu* occurred and all copper is present in the glasses only as divalent.
The simulation of spectra shows the presence of two types of paramagnetic centers, i.e. Cu®* ions
with axially symmetric and orthorhombic surroundings.

Selected properties as density, molar volume, glass transition temperature and the coefficient
of thermal expansion were measured. Due to the potential application as a biomaterial, the influence
of Cu/Zn ration on the surface energy and the solubility of the glasses in water were also studied.
A significant decrease of solubility with increasing concentration of copper was observed except
a low concentration (x = 0.2 and 1).

Conclusion

The aim of this work was to investigate the structure and certain physico-chemical
properties of the phosphate glass system with copper. The composition of the prepared glasses was
verified. The prepared glasses were optically homogeneous throughout the compositional area.
The structure was studied by Raman spectroscopy, ** P NMR and EPR. The results of the analyses
confirm the presence of only metaphosphate structural units Q2 which occur in the studied glasses
in two types. Zinc and copper cations only interact with non-bridging oxygens atom.

*IP MAS NMR spectra show two differentiable metaphosphate phases Q?, which vary one’s
own arrangements. Glasses in the compositional region 15 < x < 50 mol% contain less arranged
metaphosphate structural units Q?.

Using EPR, it was verified that copper is present in all glasses as Cu®* ion. Analysis of EPR
spectra proved presence of two paramagnetic centers, one with axially symmetric and second one
with orthorhombic surroundings.

In the prepared glasses were further studied selected properties such as density, molar
volume, glass transition temperature, the coefficient of thermal expansion, surface energy
and solubility.
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Uvod

Ytriom stabilizovany tetragonalny oxid zirkoni¢ity (Y-TZP) je popularny nekovovy
material pouzivany v stomatoldgii vo forme zubnych implantatov, pretoze je biokompatibilny
a disponuje vynikajucimi mechanickymi vlastnostami. Protézy vyrobené z Y-TZP by preto mali byt’
klinicky odolnejsie ako tie, ktoré¢ boli pripravené z inych celo-keramickych systémov. Napriek
vysokej tvrdosti, mechanickej pevnosti a chemickej odolnosti, ktorymi tieto materialy disponuji, sa
v praxi stretavame s ich zlyhanim.

Dovodom je nizkoteplotna degradacia ZrO., pocas ktorej dochadza k premene tetragonalnej fazy
ZrO7 na fazu monoklinickd. Téato fazova transformacia je sprevadzana narastom objemu zfn ZrO; ,
¢o vedie k vzniku mikrotrhlin a nasledne k zhorSeniu mechanickych vlastnosti materialu [1].

Experimentalna ¢ast’

Sledovany bol vplyv dvoch koréznych médii, 1 % roztoku kyseliny citronovej a 4 % roztoku
kyseliny octovej, na premenu tetragonalnej fazy ZrO» na monoklinicku fazu. Vzorky komeréného
dentalneho materialu IPS e.max® ZirCAD boli v roztokoch kyselin ulozené pri teplote 80 °C po dobu
7, 14, 21 a 28 dni. Po RTG analyze vzoriek boli realizované urychlené korozne testy pri
teplote 134°C a tlaku 268,9 kPa.

Vysledky a diskusia

Pritomnost’ monoklinickej fazy ZrO; bola RTG analyzou preukazana uz po 7-diiovom  uloZeni
vzoriek v roztokoch oboch kyselin. Intenzita difrakcii monoklinickej fazy sa zvySovala
s rastucim ¢asom pdsobenia kyselin, rovnako ako dobou autoklavovania vzoriek. Vyraznejsia
nizkoteplotna degradacia ZrO; bola preukazana v pripade vzoriek ulozenych v roztoku kyseliny
octovej, ¢o dokazuju aj vysledky REM.

Transformacia tetragonalnej fazy ZrO> na monoklinicku fazu bola pomocou RTG analyzy
detegovand uz po 7 diioch pésobenia oboch kordéznych médii. S ich predlzujucim sa Casom
posobenia mnozstvo monoklinickej fazy vo vzorkach narasta, pricom vyraznejsie je tato premena
pozorovana v pripade vzoriek ulozenych v roztoku kyseliny octovej. Pdsobenim vys$sej teploty
a tlaku pocas autoklavovania vzoriek doslo k urychleniu nizkoteplotnej degradacie. Povrchy vzoriek
pozorované REM sa s predlzujucim ¢asom autoklavovania zdrsiiuju a tvori sa na nich vrstva novych
faz, ¢o je opdt’ evidentnejsie u vzoriek ulozenych predtym v roztoku kyseliny octove;.
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Zaver

Ytriom stabilizovany ZrOs je vysoko pevny, tvrdy a chemicky odolny material. Vd'aka
tymto vlastnostiam a jeho biokompatibilite st jednou z jeho aplikacii aj dentalne nahrady. Napriek
vybornym predispoziciam vSak pri relativne nizkych teplotach ZrO: podlieha tzv. nizkoteplotnej
degradacii, ktord moze viest’ od zhorSenia mechanickych vlastnosti a odolnosti implantatov az k ich
klinickému zlyhaniu. Konzumacia kyslych napojov, ¢i vo vSeobecnosti kyslych potravin, méze tento
proces ovplyvnit’ v désledku mozného vylihovania ytritych kationov.

Vysledky préace jasne dokazuju vplyv kyslého pH na nizkoteplotni degradaciu.
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Uvod

V uplynulych rokoch sa TSUS podiela na diagnostike niekol’kych 100 roénych mostov na
Slovensku. Pogas diagnostikovania sa zistilo, Ze beténové mostové konstrukcie vykazuji extrémne
nizku hibku karbonatizécie, ale len na miestach kde je beton pokryty ochrannym omietkovym
povlakom (OOP). Jednym z diagnostikovanych mostov bol & most pri Sladkovicove, ktory bol
postaveny v rokoch 1913 az 1915. Z historickych archivovanych pramefiov pochéadzajucich
z Rakuska-Uhorska vyplyva, ze povodné omietkové systémy sa aplikovali pre estetické Gcely ako
vonkajSia povrchova Uprava mostového beténu [1].

Tento prispevok sa zaobera ochrannym omietkovym povlakom, ktory chrani most pri
Sladkovicove pred Gcinkom CO; po dobu 104 rokov. Most sa diagnostikoval v roku 2015
aopakovane v roku 2018.

Experimentélna ¢ast’

Diagnostika mosta pozostava zo Styroch realizacnych etép. Prva etapa formou reSerSe sumarizuje
historické informacie o moste, realizuje jeho vizudnu obhliadku a ustanovuje vyber vhodnych miest
nain-situ skiSanie. Druhu etapu charakterizuju nedestruktivne skisky, kde sa uréuje pevnost’ beténu
v tlaku pomocou Schmidtovho kladiva, dynamicky modul pruznosti pomocou ultrazvuku, povrchova
permeabilitakryceg vrstvy pomocou Torrentovho pristrojaa pridrznost’ povrchove vrstvy odtrhovou
skuskou. Zaverom druhej etapy je vyvritanie beténovych vacov, na ktorych sa ihned’ po vybrati
z kongtrukcie uréi hibka karbonatizécie fenolftaleinovym indikétorom. Tretia etapa sa realizuje
v laboratériu TSUS, n. 0., Bratislava aje zameran& na mechanické skisky (najma pevnost’) a dtidium
mikrostruktiry a pérove Struktlry betonu a OOP (RTG, TG-DTA, ortut'ova porozimetria, opticka
a elektronova mikroskopia). Z vysledkov uvedenych analyz sa podra metodiky TSUS vyhodnocuje
rozssh karbonatizaéného napadnutia betonu. Stvrta vyskumna faza sa zaoberd vyskumom OOP
vyrobeného z dnes dostupnych materidlov s predpokladanym rovnakym Gginkom zniZenia hibky
karbonatizécie aky potvrdili Studované 100-ro¢né omietkové systémy.

Vysledky a diskusia

Obréazok 1 dokumentuje dokaz extrémneho rozdielu v hibke karbonatizécie 104 - roéného beténu
nechraneného a chraneného OOP s hribkou 2 a2 4 mm. Rovnaky vysledok poskytuju vyvrty
z odbernych miest M4, M9 aM10 zo skiSok v roku 2018 a A2, A3 z prvotnej verifikécie v roku 2015.
Mostovy betdn bez povrchového krytia OOP potvrdzuje a2 80 mm hibku karbonatizécie. Kryté
betény maximdne 28 mm, minimdne < 2 mm. Zisteni skuto¢nost znézoriuje obrazok 2.
Karbonatizécia betonu charakterizuje degradécia pévodng vytvoreng hydratovaneg fazy na vapenec
v ¢ase ako dosledok trval ého kontaktu betdnu so vzduchom obsahujicim oxid uhli¢ity CO».
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Nizke hibky karbonatizécie podkladového beténu zaistuje kryciavrstva OOP, ktory savyznaiuje
nizkou permesabilitou pre prienik CO.. Zistilo sa, Ze nizka hibka karbonatizécie zavisi rozhodujtcim
spbdsobom od povrchove priepustnosti OOP, materidlove kvality OOP, podkladového beténu aich
vzgjomného spoja[2].

Obrazok 1: Hibka karbonatizécie nechraneného beténu - rt (vlavo)
abetonu chrédneného OOP - vyvrt M3
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Obrézok 1: Hibka karbonatizécie z odobratych val covych vyvrtov:
B1, M1-M10 odbery v 2018, A1-A4 odbery v 2015

Zaver
1. Viac ako 100-roény ochranny omietkovy poviak spdsobuje efektivnu ochranu mostového
beténu pred degradatnym G¢inkom karbonatiza¢ného napadnutia.
2. Ochranni funkciu omietkového povlaku determinuje rozhodujucim spésobom jeho
povrchova permeabilita.
3. Sucasny vyskum problematiky poukazuje na fakt, Ze povrchovi permeabilitu OOP zniZuje
tvorba karbonati zaénych produktov na husto akumulovanych v tenkej vrstve OOP.
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Introduction

Porous materials are currently a great subject of interest in modern tissue engineering. Scaffolds,
made from ceramic materials, provide unique properties, such as biocompatibility, bioactivity, and
biodegradability. A very important feature of bone scaffold is to support vascularisation, adhesion,
and proliferation of bone cells [1]. Nowadays, materials, that can release calcium and phosphate ions,
have promising potential. The most used ceramic materials with these properties are hydroxyapatite,
B-tricalcium phosphate, and whitlockite [2].

Structural, chemical and mechanical compatibility is a very important parameter of the
relationship between implant and living organisms for successful long-term implementation. The
implant usually has bone-like topography. The patient's bone is a three-dimensional virtual model
that is easy to obtain using scanning techniques and then to print using additive technology. The
additive manufacturing enables preparation of scaffolds with a complex hierarchical arrangement and
controlled resulting structure [3]. It is possible to prepare various construction with precisely defined
channel geometry with the given pore size, shape, and architecture itself [4].

The main task of this study is to find out the effects of different macro channels architectures on
resulting mechanical stability.

Experimental materials and methods

The bioceramic scaffold was made by the combination of indirect 3D printing and freeze-casting
method. This complex process is relatively easy to perform and is affordable but is time-consuming.

The first step was to choose the proper suspension defining internal microporosity and final phase
composition. As a main component of the starting suspension was selected hydroxyapatite, lately
transformed by heat treatment to B-tricalcium phosphate. Before the freeze-casting process, several
templates with different systems of macro channels were designed in the graphical editor and printed
from polylactic acid. The five different types of templates were prepared: template with channels
perpendicular to each other (V1), with helical structure (V15), with channels, where was the first
layer rotated 5 degrees to right and second layer was rotated to left (V5), with channels where every
second layer was between the first layer only in one direction (V3), with channels where was similar
alternating of layers in both directions (V4) and the last one was V4 but rotated about 5 degrees (\V45).
These templates were flooded with the suspension and the whole structures freeze-cast (freezing
rate - 5°C/20 min). A frozen green body scaffold was lyophilized, and the ice crystals were removed.
After lyophilization, the bone scaffold was partially sintered, and the scaffold achieved final
dimensions.
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The size and weight of every scaffold were measured. Measured values were used to calculate
porosity and density. The main task of this study was to find out the effects of different macro
channels architectures on resulting mechanical stability. Therefore, the scaffolds were subjected to
compression tests.

Results and discussion

Analysis of thermal stability showed that the favorable fiber to the 3D printer is the primary PLA.
The primary PLA showed the highest heat resistance. The template deformation during sintering,
associated with template tension inside the structure, probably causes lower mechanical stability of
the scaffold. The top of the template is firstly deformed due to the thermal gradient in the furnace.

Multiple scaffolds with orientated macro channels were made by the combination of freeze-
casting and indirect 3D printing. The 3D template type affects the resulting mechanical stability of
the scaffold, but the template helical rotation has no significant effect on stability.

Bone cells require the interlamellar size at least 200 pm and porosity over 60 % for successful
growth. It was managed to prepare microstructures with porosity 70-75 % and with the size of macro
channels 540 to 600 pm. The interlamellar size of channels prepared by freeze-casting was ranged
from 110 to 160 pm.

A comparison of the mechanical properties of the different types of scaffolds showed significant
differences. The best result had a scaffold with a V5 template, where the layers formed a special
interconnected network with three central cylinders. This type of scaffold achieved a resistance of
0.7 MPa in compression tests. The worst result was provided by the scaffold with an applied V4
template. This type of scaffold had a pressure resistance of 0.2 MPa.

Optimization of the sintering process is necessary to improve the mechanical properties. The
selected program did not achieve high porosity values than could be achieved with other rapid
prototyping techniques. Once optimized, this method will be very promising for the preparation of
bone implants in the future.
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Uvod

Biomaterialmi sa oznacuji prirodné alebo syntetické zliceniny, ktoré st po vlozeni do tela
schopné interagovat’ s tkanivami bez negativnej odozvy organizmu. V suCasnosti sa skimaju
a vyvijaji hlavne kompozitné materialy, ktoré umoziiuju vhodné kombinovanie uzitoénych vlastnosti
pre rdzne typy implantatov.! S rozvojom a dostupnostou 3D tlade sa tato technoldgia stala zaujimava
aj v oblasti mediciny. Tvarovanie biomaterialov pomocou 3D tlade pontika niekol’ko vyhod ako
rychlu, jednoduchu a pomerne lacnu tla¢ implantatov prispdsobenych individualnym poziadavkam
pacienta.? PredloZena praca sa zaobera pripravou anorganicko-polymérnych kompozitov a skimaniu
ich mechanickych a fyzikalnych vlastnosti, ktoré su délezité pre ich praktické pouzitie na komer¢ne
dostupnych 3D tlaciarnach. Anorganicku fazu v pripravenych kompozitoch tvori hydroxyapatit, ktory
je prirodzenou zlozkou kosti a vyznacuje sa vysokou mierou biokompatibility. Vo filamentoch
pripravenych pre metodu taveného nanasania (FDM) materialu boli okrem hydroxyapatitu pouzité aj
zlozky tvoriace biosklo. Pritomnost’ bioskla v pripravenych kompozitoch ma vyznam pre aplikaciu
daného typu materidlu v tkanivovom inZinierstve ako plnohodnotny bioaktivny kostny implantat.3*

Experimentalna ¢ast’

V praktickej Casti boli pripravené $tyri vzorky, ktoré sa od seba odliSovali distribiciou velkosti
Castic pouzitého hydroxyapatitu a obsahom zloziek bioskla. Na pripravu kompozitov sme vyuzivali
komer¢ne dostupny hydroxyapatit a zaroven separovanu frakciu toho istého materialu s velkostou
Castic pod 80 um. V praci sme preto sledovali predovsetkym vplyv velkosti ¢astic na morfologiu
povrchov kompozitov po ich spracovani do formy filamentu a mechanické vlastnosti pripravenych
filamentov. Pripravené kompozity sa pomocou extradera spracovali do formy filamentov
s definovanym priemerom, vhodnym do komerénych 3D tlagiarni. Tieto filamenty boli pouZité na
skimanie mechanickych a fyzikalnych vlastnosti. Medzi fyzikalne parametre ur¢ujuce vhodnost
filamentu na jeho spracovanie pomocou 3D tladiarne patri pevnost v tahu a tlaku, reologické
vlastnosti a test tlacitelnosti na 3D tlaciarni. Morfologia povrchu filamentov bola pozorovana
pomocou optického mikroskopu a elektronového skenovacieho mikroskopu, pri¢om vzorky
filamentov sa sledovali pred ale aj po ich spekani pri teplote 1200°C.

Vysledky a diskusia
Stadium morfolégie povrchov pripravenych filamentov pomocou optického mikroskopu
potvrdilo, Ze povrch vzoriek bez obsahu zloZiek bioskla bol homogénny s minimom vyénelkov,

defektov ¢i prasklin najma pri pouZiti frakcie ¢astic hydroxyapatitu < 80 pm. Pri vzorkach s obsahom
bioskla bol povrch nehomogénny s velkym poctom vy¢nelkov a pozorovatelnych defektov.
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Predpokladame, Zze defekty vznikali jednak v procese tepelného spracovania kompozitu pri zvysenej
teplote a zachytivanim materidlu pri vystupe, cez kaliber extrudera, alebo v dosledku pouzitia
nevhodného chemicky aktivneho dispergan¢ného c¢inidla. Jednou z poziadaviek na tspesna 3D tla¢
je homogénny povrch filamentov bez vyraznych defektov, preto pre vzorky s obsahom bioskla je
potrebna d’al§ia optimalizacia zlozenia aich mechanické vlastnosti neboli d’alej skiimané.
Z vysledkov skuSok pevnosti v tlaku a tahu filamentov bez obsahu bioskla vyplyva, ze modul
pruznosti vzoriek v porovnani s komerénymi filamentami bol o cca 60% niz$i, preto boli nami
pripravené filamenty prili§ flexibilné a pri tlakovom namahani sa ohybali uz pri nizkych hodnotach
tlakovej sily. Pri skaskach v tahu bol viditelny viskozno-elasticky priebeh deformacie materialu.
Takéto mechanické vlastnosti pripravenych filamentov indikujt, ze pre ich tla¢ v 3D tlaciarni je
potrebnd Yiprava 3D tladiarne, ktora pre komer¢ného uzivatel'a nemusi byt Zelana. Preto je na
zvySenie modulu pruznosti potrebna d’alSia uprava zloZenia filamentu, napriklad zvySenim obsahu
anorganickej fazy, pripadne znizenim obsahu zméakcovadla pouzitého termoplastického polyméru.
Z reologickych skasok vyplynulo, Ze reoldgia pripravenych filamentov pri predpokladanych
teplotach spracovania by mala byt vhodna pre ich pouZitelnost v komeréne dostupnych 3D
tla¢iarfiach. Pripravené filamenty sa pri teste ich tlacitelnosti na komerénej tladiarni LeapFrog lamali,
¢o indikovalo nutnost’ tpravy mechanického podavaca materialu do extradera pouzitej 3D tlaciarne.

Zaver

Boli pripravené styri filamenty s réznym chemickym zloZenim pri ktorych boli testované vybrané
fyzikalno-chemické vlastnosti. Povrch pripravenych filamentov s obsahom zloziek bioskla bol
nehomogénny, preto tieto materidly vyzaduju dal§iu optimalizaciu ich chemického zloZenia.
Filamenty obsahujtice ¢astice hydroxyapatitu vykazovali vlastnosti vhodné pre 3D tla¢. Z porovnania
pevnostnych charakteristik vzoriek s komer¢ne dostupnymi materidlmi vyplynulo, Ze pripravené
vzorky majt niz§ie hodnoty pevnosti v tahu aj tlaku o cca 60 %. Pripravené filamenty preto pre ich
tlacenie na dostupnej komerénej 3D tladiarni vyzadovali Gpravu podavaca filamentu, ktora
u komerénych uzivatelov nemusi byt realizovatelna danou konstrukciu zariadenia alebo vobec
zelana. Ziskané vysledky preto predstavuji solidny zaklad pre optimalizaciu zloZenia a d’alSiu
optimalizaciu mechanickych a fyzikalnych vlastnosti budiicich kompozitnych biomateridlov so
zvySenym modulom elasticity.
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Uvod

V poslednych 20 rokoch moZno badat’ narast zaujmu o vyskum alternativnych syntetickych
kostnych nahrad z dovodu neustéle rastucej potreby takychto materidlov pri rekonstrukénych
operéciach.! Pokroky v technolégii rychlej vyroby prototypov znamych ako 3D tla¢, umoznili rozvoj
moznosti navrhovat’ Specificky implantat s komplexnou geometriou, vyrobeny pacientovi
,»ha mieru®. Materialy kostnych a zubnych ndhrad musia pre uplatnenie vykazovat cely rad fyzikalno-
chemickych vlastnosti, musia byt’ dokonale biokompatibilné, osteokonduktivne a nesmi spésobovat’
zapalové reakcie. Idealna kostna nahrada by mala poskytovat dostatoénii mechanicki oporu,
stimulovat’ rast nového kostného tkaniva a byt resorbovatelna.> Fosfore¢nany vapenaté st iroko
$tudované anorganické zlugeniny pre pouZitie v ortopedickych, zubnych implantatoch a kostnych
nahradach, pre ich vynikajicu biokompatibilitu, kontrolovatelnii bioresorbovatelnost’ a chemické
zlozenie podobné kostiam. Cielom prace preto bolo pripravit’ sériu vzoriek z ¢istého hydroxyapatitu
s prisadou zloziek tvoriacich biosklo a zistit’ spravanie takéhoto systému v rozmedzi tepl6t 1100 —
1300 °C, pretoze vzniknuty anorganicky materialu moze byt pouzity na vyrobu kostnych nahrad
tvarovanych pomocou 3D tlage.®

Experimentalna ¢ast’

Komeréne dostupny praskovy hydroxyapatit sa velmi starostlivo zhomogenizoval s
pozadovanymi zlozkami bioskla vo vopred definovanych pomeroch na drovniach 0, 10, 20 a 30
hm. %. Vysledné materialy boli lisované do tabliet a spekané pri vysokych teplotach (1100, 1200,
1300 °C) anésledne boli charakterizované zmeny ich fyzikalno-chemickych vlastnosti. Zmeny
chemickej Struktry boli zistované pomocou infracervenej spektroskopie (FTIR) a Rontgenovou
praskovou difrakénou analyzou (RTGP). Mikrostruktara materidlu a vplyv teploty bola studovana
rastrovacim elektrdnovym mikroskopom (REM), vplyv teploty na porovitost’ vzoriek v zavislosti od
obsahu zloZiek tvoriacich biosklo bol porovnidvany pomocou objemovych hmotnosti ziskanych
Archimedovou metdédou (OHA).

Vysledky a diskusia

Podra literatdrnych udajov dochadza pri zahrievani hydroxyapatitu poc¢as jeho zahrevu
k dehydroxylacii (< 800 °C) a pri vyssich teplotach (800 — 1350 °C) k rozpadu na fosforeétiany
vapenaté a oxid vapenaty ako znazoriiuju nasledovné rekacie:

Ca;4(P04)s(0H), = Cayo(P04)s(OH) 225 Ox[1y + Hy0 (1)

Ca,,(P0,)s(0OH), - 2Caz(P0,), + Cas(P,0g) + Cal + H,0 (2)
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Vznikajice fosforehany vapenaté su povazované za priaznivé zlozky v biomaterialoch vd’aka
ich vhodnej osteokonduktivite. Naopak, pritomnost’ vol'ného CaO v kostnych nahradach by mohla
sposobovat’ neziaduce stimuly, preto sa ako reaktivny material pouzili zlozky tvoriace biosklo.
Predpokladali sme, Ze vzniknuty CaO bude prednostne viazany vo vzniknutom bioskle, ¢im by sa
znizila rychlost’ jeho uvolovania v prostredi telovych tekutin. Predbezné vysledky zmeny Sruktiry
hydroxyapatitu po¢as zahrevu pri roznych teplotach sledované pomocou FTIR a RTGP potvrdili
narast krystalinity pdvodného HAp a vznik novych faz pritomného bioskla. Objemové hmotnosti
namerané pomocou Archimedovej metddy, ako aj vysledky rastrovacej elektrénovej mikroskopie
poukdzali na zmeny v spojitosti a porovitosti materidlu vzhladom na teplotu spracovania a obsah
zloziek bioskla. Ako vidno na obrdzku 1, zvySené mnozstvo prisad tvoriacich biosklo v spekanej
vzorke inhibuje zhutiiovanie &istého hydroxyapatitu pri jeho spekani a zachovanie poréznej truktury
materialu.

N 3,5
K 3
£ 25
g 2
o
£% 1,5
w5 1
3 w05 I I
£ 0
% 1100 °C 1200 °C 1300 °C 1100 °C 1200 °C 1300 °C 1100 °C 1200 °C 1300 °C 1100 °C 1200 °C 1300 °C
o
Hap 00 01 02 03
Vzorka

Obrazok 1. Zavislost’ zmeny objemovych hmotnosti vzoriek pri uvedenych teplotach, obsah
bioskla predstavuje pre vzorku 00 — 0 %, 01 — 10 %, 02 — 20 % a 03 — 30 %.

Zaver

Z vysledkov infradervenej spektroskopie a Rontgenovej analyzy vyplyva, ze pri vzorkach
S vy$s§im obsahom zloziek tvoriacich biosklo v porovnani s Cistym hydroxyapatitom dochadza
Kk premene hydroxyapatitu na fosfore¢nan vapenaty. ZvySovanie obsahu prisad tvoriacich biosklo
v spekanej vzorke spdsobilo inhibiciu zhutiiovania vzniknutého materialu v porovnani s &istym
hydroxyapatitom. Studovany systém sa preto javi ako priaznivy pre daliie $tudium jeho vlastnosti
z ktorych vyznamné st predovsetkym mechanické pevnosti a jeho biokompatibilita.
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Chlorbenzén je priemyselne vel’mi rozsirena surovina. Pouziva sa pri vyrobe nitrochlérbenzénu,
ktory je medziproduktom pre vyrobu gumy, antioxidantov, farbiv apigmentov. Jednym
z vyznamnych pouziti chlorbenzénu je, resp. historicky bolo, pri vyrobe produktov
pre poI'nohospodarstvo, najmi fungicidov, insekticidov a herbicidov. Prave vyroba insekticidu DDT
(4,4’ -dichlordifenyltrichlormetylmetan) z chlorbenzénu kondenzaciou s chloralom za pritomnosti
koncentrovanej kyseliny sirovej sa vykonavala v priestoroch Chemickych zavodov Juraja Dimitrova
Vv Bratislave od roku 1949 az do zaciatku 70. rokov. Vyrobok sa pouzival vo forme popraskov
a emulzii najmi pre boj s pasavkou zemiakovou [1]. Vyroba vsak bola neekologicka a bola spojena
s tvorbou odpadu, ktory sa kompetentni rozhodli skladovat’ v mftvom ramene Malého Dunaja. Obaly,
v ktorych sa odpad skladuje vSak podliehaju rozkladu a odpad tak unika do pddy a podzemnej vody.
Kontaminacia sa v désledku podzemnych hydrodynamickych podmienok postupne §irila d’alej, az
doslo k vyhlaseniu tejto oblasti za environmentalnu zat'az.

So zvySujicim sa povedomim ¢loveka a zdujmom nielen odbornej verejnosti o Zivotné prostredie
nastala situacia, kedy sa kvalite vody, pody a ovzdusia venuje zvySena pozornost. Stale sa hl'adaji
nové, efektivne a hlavne ekologicky prijatelné moznosti odstraiovania zneCistujucich latok
Vv zivotnom prostredi, ktoré dostali nazov pokroc¢ilé oxida¢né procesy. V tejto praci sme sa zamerali
na odstrafiovanie chlorbenzénu pomocou ultrafialového (UV) ziarenia, Zelezanov a aktivneho uhlia.

Pripravili sme modelové roztoky chlorbenzénu v destilovanej vode s koncentraciou 0,2 ml/l.
Pritomny chlérbenzén sme sa pokusali odstranit’ tromi spdsobmi. V prvom experimente sme
na modelovy roztok pdsobili UV Ziarenim s vinovou dizkou 254 nm po dobu az 55 miniit. V druhom
experimente sme do vzorieck pridavali aktivne wuhlie Carboraffin s koncentraciami
od 20 mg/l po 300 mg/l asledovali sme ubytok chlérbenzénu vo vzorkdch vplyvom adsorpcie
na uhlie. V poslednom experimente sme do vzoriek pridavali Zelezan draselny tak, aby koncentracia
zelezanového anionu bola v intervale od 1 mg/l do 10 mg/l. Vsetky vzorky boli pred aj po aplikacii
UV ziarenia a ¢inidiel analyzované pomocou vysoko t¢innej kvapalinovej chromatografie, aby bolo
mozné kvantitativne urcit’ ibytok chlérbenzénu vo vzorkach.

Najviac chlorbenzénu sa podarilo odstranit’ pouzitim aktivneho uhlia, a to 59 % pri najvicsej
navazke 300 mg/l. Pri navazke 20 mg/l sme odstranili len 35 %. Co sa tyka pouzitia UV Ziarenia,
po 55 minutach ozarovania zdegradovalo 55 % chlorbenzénu, po desiatich minttach to bolo len okolo
10 %. Zelezan draselny vykazal najmensiu mieru degradécie, a sice 46 % pri koncentracii 5 mg/l.
Zelezan, ako jedno z najsilnejich oxida¢nych &inidiel, viak nedosiahol o¢akavané vysledky. Jeho
oxidaéna schopnost’ je vyrazne zavisla od pH prostredia, pri¢om silnej$im oxidovadlom je v kyslom
prostredi (E = 2,2 V). Roztok chlérbenzénu mal vSak pH mierne zésadité a Zelezan ma pri tychto
podmienkach redoxny potencial vyrazne nizsi (E = 0,7 V).

Celkovo mozeme konstatovat, Ze ziadna z pouzitych metéd nebola dostatone tspesna
pre degradaciu chlorbenzénu aje nutné najst iné metdody odstraniovania, pripadne sa pokusit’
0 kombinaciu metod.
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Farmaceutikd maju vyznamn( funkciu pri lie¢be a prevencii chordb. Napriek tomu, Ze vedlajsie
ucinky farmaceutik na zdravie I'udi a zvierat su starostlivo Studované, potencialny dopad ich vyroby
a uzivania na zivotné prostredie nie je celkom znamy. Rezidua a metabolity roznych druhov lieciv
boli najdené v povrchovych vodach, podzemnych vodach v pdde av Zivych organizmoch. To je
z vel’kej Casti sposobené tym, ze stiCasné sposoby Cistenia pouzivané v Cistiarnach odpadovych vod
nie st na odstrafiovanie tychto latok dostato¢né. Farmaceutika su latky, ktoré st i¢inné aj pri vel'mi
malych koncentraciach, apreto je takmer isté, ze ich vyskyt v zivotnom prostredi méze mat’
nepriaznivy vplyv na rastliny, zivo¢ichy ale aj ¢loveka [1]. NavySe sa v zivotnom prostredi lieiva
nachadzaju ako komplexnd zmes a viacero §tudii dokazalo zvySenie ich toxicitu pre necielové
organizmy vdaka synergickému efektu [2]. Preto je nutné néajdenie nového spdsobu ich
odstrafiovania, ktory bude u¢inny, ekonomicky vyhodny a ekologicky.

Tato praca sa zaobera porovnanim dvoch spdsobov odstrafiovania farmaceutik z vodného
prostredia, a to adsorpciou na aktivne uhlie a oxidaciou pomocou Zelezanov. Cielom bolo najst’
optimalne podmienky, pri ktorych sa dosiahne najvysSia ucinnost odstranenia farmaceutik
z modelovych roztokov. Vybranymi farmaceutikami boli karbamazepin, diklofenak, papaverinium
chlorid a iopromid. Pri adsorpcii na aktivnom uhli sa najvysSia G¢innost’ dosiahla pri odstrafiovani
karbamazepinu (99,3%). Pri pouziti zelezanov sa vo vSeobecnosti dosahovali nizSie ucinnosti
odstraiovania a najvyssia dosiahnuta bola 91,2% opét’ pri karbamazepine.
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Uvod

Na popis termodynamickych vlastnosti za rovnovahy sa v taveninovych systémoch pouZiva
meranie elektromotorického napétia (EMN). Medzi najzaujimavejsSie taveninové systémy kvéli ich
priemyselnému pouzitiu pri vyrobe hlinika patria taveniny na baze hexafluoritanu trisodného,
NasAlFe. Teploty fluoridovych systémov, ktoré majd vysoky pridavok fluoridu hlinitého dosahuju
relativne nizke teploty primarnej krystalizacie. Pred ich priemyselnou aplikaciou je ddlezité poznat
z hladiska energetickych a ekonomickych ddvodov termodynamické vlastnosti danych
nizkoteplotnych systémov.

ROzne vedecké skupiny sa zaoberali Stidiom EMN v taveninovych systémoch. Tymito
meraniami urovali termodynamické vlastnosti pevnych a tiez kvapalnych faz. Iné stadia urcovali
aktivity kyslika v grafitickych liatindich pomocou merania elektromotorického napétia [1-3].

Této praca sa zaoberd meranim elektromotorického napétia &lankov Al-TiB2, Al-Al na
charakterizaciu termodynamickych vlastnosti kyslych kryolitovych systémov. Boli premeriavané
zmeny elektromotorického napétia v roznych sodnofluoridovych taveninach, pricom sa postupne
menil mélovy pomer (MR). Merania sa uskutoc¢novali v teplotnej oblasti od 800 °C do 1000 °C.

Experimentilna cast’

Pri uskutoéfiovani experimentu meracia aparatira pozostavala z vertikalnej pece s vodou
chladenym plastom a z korundového téglika s referenénou elektrodou. Pocas celého merania pradil
cez pec argén svysokou Cistotou (99,96 %) zabezpeGujici v systéme inertn( atmosféru. Pri
vietkych troch teplotach sa pridaval postupne fluorid hlinity s tym, Ze sa cielene menil mélovy
pomer. Pri prvej teplote sa menil mélovy pomer od 1,5 po 1,2. Pri teplote 900 °C bol interval
molovych pomerov 1,9-1,6 a pri poslednej teplote sa menil mélovy pomer od hodnoty 2,6 po 2,0.

Vysledky a diskusia

Z nameranych Udajov elektromotorického napitia sa urcil pomocou Nernstovej-Petersovej
rovnice pomer aktivity AlFs v tavenine vodi aktivite v referenénej elektrode. Z pomerov aktivit
vypoéitanych z udajov  EMN ¢lanku bez TiB2 sa uréil $tandardny elektrodovy potencil
v pritomnosti TiB> pre dané zlozenie. Z vypocitanych hodndt Standardnych elektrodovych
potencialov bola zostavena zavislost od mélového pomeru pri vSetkych troch teplotach. V ramci
druhého merania pri teplotach 800 °C a 900 °C bola zavislost'’ exponencialna. Je to kvdli tomu, Ze
pri prvom merani bola pouzitd hlinikova referen¢na elektroda a v nej bol ponoreny volfrdmovy
drotik ako vodi¢. Pri opakovanom merani sa pouzila referenéna elektroda, kde bol hlinik, v ktorom
sa uz nachadzal nejaky podiel rozpustené¢ho volframu. Pri teplote 1000 °C bolo ovel’a intenzivnejSie
rozpustanie volfrimu v hliniku, a preto uz pri prvom merani bola zavislost' $tandardného
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elektrddového potencidlu linedrna. Pri druhom merani, kedy sa dosiahla maximéalna miera
rozpustenia volframu v hliniku, bola zavislost’ konstantna.

Zaver

V ramci teploty 800 °C na zéklade merani elektromotorického napétia systému bez TiB2
a s TiB: boli zistené hodnoty posunu $tandardného elektrédového potencidlu po pridani AlFz do
celého systému. Odchylka Standardného elektrodového potencidlu bola v priemere vypocitana pre
prvé meranie 57 mV so smerodajnou odchylkou 7 mV a pre druhé meranie 26 mV so smerodajnou
odchylkou 16 mV. Pri teplote 900 °C sme zistili, Ze odchylka Standardného elektrédového
potencialu bola v priemere 52 mV a smerodajnd odchylka bola 17 mV. Pri opakovanom merani
bola hodnota 37 mV so smerodajnou odchylkou 21 mV. Pri oboch teplotach v rdmci opakovanych
merani boli vicésie hodnoty kvlli tomu, Ze v referencnej elektrode v rdmci opdtovného pouZitia
elektrddy sa Ciastoéne rozpustal volfrdmovy drétik do pomerne malého objemu roztaveného
hlinika, ktory predstavoval referenént elektrodu. Pri poslednom systéme po pridani vsetkych
pridavkoch fluoridu hlinitého sa zistilo, Ze odchylka Standardného elektrodového potencidlu pre
prvé meranie bola 35 mV a jeho smerodajnad odchylka je 6 mV. Pri druhom merani bola hodnota
odchylky Standardného potencidlu 14 mV asmerodajna odchylka 5 mV. Teplota bola najvicsia,
a preto bolo vtomto systéme, aj pomocou EDS analyzy dokazané, najintenzivnejsie rozpustanie
volframu v hlinikovej elektrode.

Pod’akovanie
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Uvod

3D elektrody sa vyznacuji svojou zloZitou Strukturou. Su to prevazne porovité materialy,
ktorych najvyznamnejsia vlastnost’ je vel’ky merny povrch. Prikladom takéhoto materialu je niklova
pena, Ktora bola predmetom skimania tejto prace. Nanesenim povlaku na 3D elektrodu by sa mohlo
docielit’ zlepSenie vlastnosti substratu. Vhodnou metéodou nanaSania povlakov je galvanické
pokovovanie.

Galvanické pokovovanie je proces nanasania kovovej vrstvy na upravovany material
aplikovanim jednosmerného pradu v elektrolyzéri. Elektrolyzér je tvoreny elektrodami ponorenymi
do vodivého elektrolytu. Nanasany kov je v elektrickom obvode zapojeny ako andda a substrat, na
ktory sa vyluCuje kov predstavuje katdodu. Vlastnosti vylic¢enych povlakov ovplyviiuje niekol’ko
parametrov, napriklad zlozenie elektrolytu, pridova hustota, teplota, doba pokovovania
a vzdialenost’ elektrod [1]. Najrozsirenej$imi galvanickymi povlakmi s niklové povlaky. Zarad’uju
sa medzi dekorativno-ochranné povlaky aich vlastnosti ovplyviiuje predovsetkym hrabka,
porovitost’ a prilnavost’ povlaku [2]. V sGcasnosti sa v priemyselnych odvetviach vyuZzivaju aj
zliatinové povlaky niklu a volframu, ktoré sa vyznacujii dobrou koréznou odolnostou. Volfram je
kov, ktory nie je mozné vyludit' z jeho vodnych roztokov. V pritomnosti kovov, ako je napriklad
nikel, mozno volfram vyluéit' v podobe zliatin. Tento proces sa nazyva indukovana kodepozicia [3].

Ciel'om tejto prace bolo najst’ optimalne podmienky pokovovania 3D elektrod, ktoré v praci
predstavovala niklova pena. Snahou bolo vylu¢it homogénny a kompaktny povlak na povrchu 3D
elektrod.

Experimentalna ¢ast’

Optimalne podmienky pokovovania 3D elektrod sa hl'adali pomocou trojfaktorového rotaéného
stredového planu (TRSP). Na galvanické pokovovanie sa pouzivali dva elektrolyty na vyluovanie
niklovych povlakov a elektrolyt na vyluCovanie zliatinovych povlakov niklu a volframu.
Galvanické pokovovanie prebichalo pri teplote 60°C a ostatné parametre sa nastavovali pomocou
vypocitanych hodnot TRSP. Ako anédy sa pouzivali dve niklové elektrody, medzi ktoré sa vkladala
niklova pena predstavujica katodu. Rozmery pokovovanej Casti boli 2 x 2 x 0,15 cm. Pred
samotnym galvanickym pokovovanim sa povrch vzorky aktivoval v roztoku H,SO4 s koncentraciou
20 0bj.% po dobu 30 s. Po aktivacii nasledoval oplach destilovanou vodou. Pokovované vzorky sa
analyzovali pomocou SEM, EDX a XRD metddy. Sledovala sa aj hmotnost’ vyluéenych povlakov.

Vysledky a diskusia
V tejto praci sa hladali optiméalne parametre pokovovania 3D elektrod. Ako substrat sa

pouzivala niklova pena, na ktoru sa vylucovali dva typy niklovych povlakov a zliatinové povlaky
Ni-W. Pri planovani experimentu sa ako parametre ovplyviiujuce kvalitu vyluGovanych povlakov
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zvolili vzdialenost’ elektrod, doba pokovovania a pradova hustota. Nasledne sa pomocou TRSP
vypocitali hodnoty jednotlivych parametrov, podla ktorych prebiehalo pokovovanie.

Z vysledkov merania hmotnosti sa zistilo, Ze hmotnost’ vylu¢enych povlakov najviac
ovplyviiuje priadova hustota a ¢as pokovovania. Hmotnost’ niklovych aj zliatinovych povlakov sa
zvySuje Vv dosledku stipajicej hodnoty pradovej hustoty. Hodnoty hmotnosti obidvoch typov
niklovych povlakov su porovnate'né. Hmotnost' zliatinovych povlakov je v porovnani s niklovymi
povlakmi niz8ia. Vplyv €asu na hmotnost’ povlakov sa skumala na vzorkach niklovych povlakov a
ukazalo sa, Ze s rasticou dobou pokovovania rastie hmotnost vylic¢enych povlakov. Vplyv
medzielektrodovej vzdialenosti na hmotnost’ povlakov bol zanedbatel'ny.

Analyza morfologie povlakov ukazala, ze so zmenou parametrov pokovovania dochadza
k zmene velkosti kryStalitov. Pri zvySovani hodnét pridovej hustoty dochadza k zmenSovaniu
Castic tvoriacich povlaky, ¢im dochadza k zvac¢Sovaniu aktivneho povrchu vzoriek. Tieto vysledky
boli rovnaké pri niklovych aj zliatinovych povlakoch. Zo zvysujucou sa dobou pokovovania sa
zvacsuje aj velkost’ Castic. Medzielektrodova vzdialenost’ nema vplyv na vel'kost’ Castic tvoriacich
povlaky.

Fazové zlozenie povlakov sa analyzovalo pomocou XRD analyzy. Pri niklovych povlakoch
vylac¢enych pri roznych pradovych hustotach boli namerané difrakéné maxima pri uhloch 26 52° a
61° zodpovedajuce niklu. Rozdiel bol pozorovany v intenzitdch danych difrakénych maxim, ¢o
mohlo byt spdsobené rozdielnou hrubkou povlakov vyluéenych pri réznych pradovych hustotach.
V pripade zliatinovych povlakov Ni-W doslo ku zmene fazy pritomnej vo vrstvach v ddsledku
zmeny pradovej hustoty. Zistilo sa, ze so stupajucou hodnotou priadovej hustoty dochadza
k zvy$ovaniu obsahu volframu v povlakoch.

Vysledky EDX analyzy potvrdili 100% zastipenie niklu v obidvoch typoch niklovych
povlakov. Pri zliatinovych povlakoch do$lo k zmenam zastipenia niklu a volframu vplyvom
zvysujucej sa prudovej hustoty.

Na zéklade tychto vysledkov sa zvolili ako optimalne parametre pokovovania:

a) medzielektrédova vzdialenost: 8 cm,

b) doba pokovovania: 30 min,

c) teplota: 60°C,

d) pridové hustota: 2 A-dm?, 8 A-dm™, 16 A-dm™.

Zaver

Optimalne podmienky pokovovania 3D elektrod sa hl'adali pomocou trojfaktorového rotaéného
planu. Analyzoval sa vplyv parametrov pokovovania na kvalitu vylicenych niklovych a
zliatinovych povlakov. Vplyv parametrov sa charakterizoval pomocou SEM, XRD a EDX analyzy.
Analyzovala sa aj hmotnost’ vylicenych povlakov. Na zaklade vysledkov zanalyz sa nasli
optimalne podmienky pokovovania 3D elektrod — medzielektrodova vzdialenost 8 cm, doba
pokovovania 30 min a prudova hustota s hodnotami 2 A-dm?, 8 A-dm?a16 A-dm™

Pod’akovanie
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Uvod

Palivové ¢lanky jsou jednou z dilezitych soucasti moderni energetiky postavené na vodikové
ekonomice. Jednim z mnoha druhti palivovych ¢lanki jsou také nizkoteplotni PEM palivové ¢lanky
vyuzivajici protonové vodivou membranu. Pro dosazeni pozadovaného napéti jsou palivové ¢lanky
spojovany do svazkil, ve kterych figuruji nové komponenty — bipolarni desky. Jejich hlavnim
ukolem je rovnomérné distribuce vodiku a kysliku, a odvod vzniklé vody. Dale slouzi k vedeni
proudu mezi jednotlivymi ¢lanky ve svazku, pasivnimu chlazeni a fixaci jednotlivych komponent
V celém zatizeni. Vzhledem k tomu, ze vétSinu hmotnosti, objemu a zna¢nou ¢ast cenovych naklada
palivového ¢lanku tvofi pravé bipolarni desky [1], je na jejich mechanické a chemické vlastnosti
kladen velky duraz. Jednim z materialt, ktery Se vyuziva k jejich vyrobg, je polymerni uhlikovy
kompozit. Bylo charakterizovano nékolik komeréné dostupnych materiali z hlediska vodivosti,
propustnosti pro vodik, nasédkavosti, mechanickych vlastnosti a chemické stability a poté byla
diskutovana zavislost téchto parametr( na slozeni materialu a zpisobu vyroby.

Experimentalni ¢ast

K charakterizaci bylo vybrano tfinact druhi komeréné dostupnych kompozitnich materiald
od vyrobcli Eisenhuth, MEGA, SGL a Shin Etsu. Naméfené hodnoty byly srovnavany s pozadavky
Utadu pro energetiku Spojenych statti americkych [2].

Prvni sledovanou vlastnosti byla vodivost. K méfeni vodivosti byl pouzit LRC mutstek HM 8118
(Rohde & Swartz, CR) sadaptérem HZ 118 od téze firmy. Byla zméfena tloustka vzorkd
a po ocisténi povrchu byl vzorek vlozen mezi elektrody pfistroje. Z naméfenych dat byla poté
vypo¢itana vodivost. Pfi meéfeni vodivosti byl také sledovan vliv povrchové vrstvy s nizkym
obsahem plniva, coZ negativné ovliviiuje vodivost vzorka.

Dalsi méfeni se zabyvalo prostupnosti vodiku skrze uhlikovy material. Velka propustnost
by opét zpusobovala snizeni ucinnosti palivového ¢lanku. K méfeni permeace byla vyuzita
aparatura pro méfeni permeacnich vlastnosti tenkych membran. Pro vyhodnoceni byl predpokladan
rozpustné difuzni mechanismus.

Kli¢ovou mechanickou vlastnosti bipolarnich desek je jejich pevnost v ohybu. Samotné méfeni
probihalo na trhacim stroji LabTest 5.250SP1-VM (Labortech, CR). Vzorky obdélnikového tvaru
byly podepteny na obou koncich opérami a na jejich prostiedni Cast byl vyvijen tlak,
ktery zaznamenava pocitatovy program. Zrozméru vzorku, konfigurace méfici aparatury
a naméfenych dat byla poté vypocéitana pevnost vzorku.
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Pfi méfeni nasdkavosti byla sledovana zména hmotnosti a rozmérti vzorkli po 168 hodinach
ponofeni v demineralizované vodé. Velka zména rozméri a hmotnosti by zpusobila poskozeni
svazku.

Posledni sledovanou vlastnosti byla chemicka stabilita materiali. Jako roztok simulujici
prostiedi palivového ¢lanku pfi neidedlnich podminkach bylo pouzito Fentonovo ¢inidlo [3].
Vzorky byly ponofeny 168 hodin v ptipraveném roztoku a byla sledovana zména jejich hmotnosti
a charakteru povrchu za pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu.

Vysledky a diskuze

Zadny ze vzorkii nedoséhl limitni hodnoty vodivosti (100 S-cm™) stanovené americkym ufadem
pro energetiku. Nejvyssi vodivost 24,55 S-cm™ vykazoval vzorek SGL carbon TF6, coz byl vzorek
S nejvyssim obsahem plniva. U nékolika vzorkid byl pozorovan vyznamny negativni vliv povrchové
vrstvy na vodivost. Tloustka této vrstvy se pohybovala v fadech mikrometra.

Z hlediska propustnosti pro vodik jsou vhodné vSechny vzorky. Hodno}a pzermelability byla

1781 ‘m*“-Pa™.

Cilové hodnoty pevnosti vohybu 25 MPa dosahly vSechny vzorky kromé materialu
SGL carbon TF6.

Pii meéfeni nasdkavosti nebyla pozorovdna zména objemu vzorkd. U vSech vzorki, kromé
vzorku SGL carbon TF6, nebyla pozorovana vyrazna zména hmotnosti.

K nejvétsimu ubytku hmotnosti pii sledovani chemické degradace doslo u vzorku Eisenhuth
PPS. U vsech ostatnich bylo chemické poskozeni zanedbatelné.

Zavér

Elektrickou vodivost materialii nejvice ovliviiuje podil vodivého plniva. Zadny vzorek nedosahl
limitni hodnoty 100 S-em™. Kritérium pro permeabilitu splnily vSechny vzorky. Propustnost
je nejvice ovlivnéna poérovitosti materidlu. Mechanické vlastnosti jsou ovlivnény slozenim,
homogenitou a zptisobem vyroby. S jedinou vyjimkou dosahuji vSechny vzorky hodnoty pevnosti
v ohybu 25 MPa. Kromé jednoho vzorku byla zména rozmérti a hmotnosti pti méfeni nasakavosti
zanedbatelna. Chemickou stabilitu ovliviiuje konkrétni pouzité polymerni pojivo. K nejveétsi
degradaci doslo u vzorku, které vyuzivaji jako plnivo polyfenylsulfid.

Eisenhuth Melange 6 a Eisenhuth PPG 86 byly vybrany jako nejvhodné;jsi uhlikové kompozitni
materialy pro konstrukcei palivovych ¢lankd.

Podékovani
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Uvod

Technologie palivovych ¢lankl typu PEM predstavuje vhodny zdroj elektrické energie pro fadu
mobilnich aplikaci. Srdcem takovéhoto typu palivového ¢lanku je MEA, skladajici se z anody, katody
a membrany [1].

Jako jeden z vhodnych postupti piipravy MEA se v souc¢asné dobé ukazuje metoda hot-press, kdy
jsou elektrody s membranou slisovany za zvySené teploty a piitlaku. Timto postupem lze
maximalizovat vyuziti katalyzatoru, coz vede ke zvySeni vykonu palivového ¢lanku. V procesu
piipravy MEA metodou hot-press je nutné optimalizovat nejriznéjsi parametry, jako teplotu, ptitlak
a dobu lisovani. Hodnota optimalni teploty pouzité pii lisovani zavisi na vlastnostech ionomeru,
pouzitého pii vyrobé membrany. Velikost aplikovaného pfitlaku se odviji od mechanickych vlastnosti
elektrod, aby nedoslo ke zborceni jejich struktury. Doba lisovani ovliviiuje miru prohfati membrany
a kvalitu tvorby rozhrani katalyticka vrstva/membrana. Cilem prace je optimalizace teploty, pfitlaku
a doby lisovani pouzitych pii piipravé MEA metodou hot-press [2].

Experimentalni ¢ast

Pro ucely této prace byly pouzity komeréné dostupné membrany a elektrody. Membrany byly
dodavané pod oznacenim Fumapem® (Fumatech, Némecko) a byly vyuzity dva typy: Fumapem®
FS-720 o tloust'ce 15 pum a Fumapem® F-940 o tloustce 30 pum.

Komeréné dostupné elektrody (Fuelcell Etc., USA) byly dodavany s navazkou 0,5 mg-cm™
platinového katalyzatoru na nosi¢i Vulcan s plynové diftizni vrstvou z uhlikové tkaniny potazené
mikroporézni vrstvou.

Pro piipravu MEA byla vyuzita metoda hot-press, ktera byla realizovana pomoci lisu
S pneumatickym pistem. Teplota lisu byla regulovana pomoci topnych patron v rozmezi 100-120°C,
tlak pracovniho plynu byl regulovan pomoci redukéniho ventilu v rozmezi 100-500 kPa. Aplikovana
doba lisovani byla v rozmezi 1-10 min.

Pro charakterizaci vykont palivovych ¢lankt byl vyuzit multikandlovy potenciostat Parstat® MC
(Ametek, USA).

Vysledky

Na zakladé provedenych experimentii jsme jako optimalni provozni teplotu palivového ¢lanku
urc¢ili 50 °C. Pii niz§ich teplotach se zpomaluje rychlost elektrodovych reakcich, naopak pii vysSich
teplotach dochazi k nadmérnému vysychani membrany, které zptisobuje pokles vodivosti, a to je
pticinou nadmérnych ztrat.

Jako optimalni teplota metody hot-press byla vzhledem k vysledkim urcena teplota 110 °C
pro membranu Fumapem® FS-720 a 115 °C pro membranu Fumapem® F-940. Ob&é membrany jsou
zhotoveny ze stejného ionomeru, ktery ma teplotu skelného piechodu v rozmezi 110-115°C.
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Pro tvorbu optimalniho tfifazového kontaktu je nutné pracovat pravé v oblasti skelného piechodu,
kdy dochazi k idealnimu propojeni membrany a katalytické vrstvy nanesené na elektrodg.

Pii optimalizaci velikosti pfitlaku, aplikovanych na MEA s obéma typy membran, byl uréen tlak
pracovnich plynii 300 kPa, coz odpovida sile 593 N a pfitlaku 95 N-cm™. U MEA ptipravenych
zanizkych tlakd dochéazelo k delaminaci jednotlivych vrstev. Pti pouziti pfili§ vysokych tlakt
dochazelo nejprve k zatladeni Casti katalytickych ¢astic do ionomeru membrany, pficemz dalsi
zvyseni tlaku vedlo ke zborceni plynové difuzni vrstvy. V obou piikladech doslo ke zhorSeni pfivodu
reaktantu a odvodu reakénich produkti, stejné jako k poklesu vykonu v disledku zéaniku casti
tiifazovych kontaktu.

Z vysledkd optimalizace doby lisovani vyplyva jako optimalni doba 5 minut pro oba typy

stejné jako poréznim charakterem uhlikové plynové difuizni vrstvy.

Zavér

Béhem experimentu byly sestaveny palivové clanky typu PEM, které obsahovaly MEA sestavené
za ruznych podminek. Pro pfipravu MEA byli vyuzity komeréné dostupné elektrody a membrany o
tloustkéach 15 um a 30 pm.

Pii vyssich teplotach, nez je optimalni, dochazi k nadmérnému zméknuti membrany v disledku
zmény semi-krystalické struktury na plné amorfni. Naopak pii nizkych teplotach nedochazi
k dostate¢nému zmeknuti membrany a vzniku kvalitnimu tfifizovému kontaktu.

Pfi niz8ich tlacich pracovniho plynu, nez je optimalni, nedochazi k idedlnimu slisovani, naopak
pri vyssich tlacich dochazi k zborceni struktury elektrody a vtlaceni casti katalytickych Castic
do membrany.

Optimalni doby lisovani 5 minut je dostacujici pro rovnomérné prohtati MEA v celém jejim
objemu.
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Uvod

V soucasné dobé jiz lze zakoupit automobily vyuzivajici jako palivo vodik od nékolika
svétovych vyrobeu. Palivové Elanky predstavuji zajimavou technologii, ktera umozinuje konverzi
chemické energie paliva na elektrickou energii s vysokou Gcinnosti, bez produkce latek skodlivych
lidskému zdravi a zivotnimu prostiedi. Vyraznéj$imu rozsiteni do bézného uzivani vsak brani
nedostatecna sit’ pro distribuci paliva a vysoka pofizovaci cena V porovnani s automobily
s klasickym spalovacim motorem. Vyuziti specidlnich komponent, jako jsou naptiklad
perflourované sulfonované membrany, ¢ielektrody s katalyzatory na bazi platinovych kovu
vyznamné zvySuje cenu palivového ¢lanku. V pfipadé platiny a platinovych kovl ptedstavuje
limitujici faktor pro maximalni podet aplikaci, které lze zavést do praxe [1].

Vysoké udinnost palivového €lanku, je snizovana nezadoucimi jevy, jako jsou aktivacni
a koncentraéni polarizace. Zna¢nou ¢&ast ohmického odporu palivového ¢lanku vedouciho
k napétovym ztratim na pracujicim ¢lanku pak piedstavuje odpor membrany. Jeho hodnotu lze
snizit pouzitim membran s vyssi koncentraci funkénich skupin, nebo minimalizaci jejich tloust’ky.
V soucasné dobé existuje celd fada vyrobcli membran, kdy v nékterych pripadech se jedna jiz
0 zavedené vyrobce, jejichz vyrobky jsou dobfe znamy a v jinych piipadech se jedna o zcela nové
dodavatele, kteti o svych membranach neposkytuji mnoho informaci. Znalost parametra
jednotlivych membran je dilezita pro jejich ispésnou aplikaci v technologii palivovych ¢lankd a pii
optimalizaci vykonu celého zatizeni [2].

Experimentalni ¢ast

Pro ucely této prace byly pouzity komeréné dostupné membrany. Membrany byly dodavane
pod oznacenim Fumapem® (Fumatech Némecko) jednalo se o dva typy: Fumapem® FS- 715
o tloustce 15 pm a Fumapem®™ F-940 o tloustce 30 pm. Dalim dodavatelem byla firma DuPont
(USA), ktera dodava membrany pod oznacenim Nafion® 117 o tloustce 180 um, Nafion® 211
o tloustce 25 pm a Nafion® 212 o tloustce 50 um. Poslednim dodavatelem byla firma Shandong
Dongyue Future Hydrogen Energy Matrerials (DY) (Cina) ktera vyrabi membrany DMR100
0 tloust’ce 15 pm.

Jednotlivé membrany byly aktivovany pomoci standardizovaného aktivaéniho postupu [3],
kdy dochazelo k vyméné kationti na funkéni skupiné za proton. Aktivovanym membranam byla
nasledné méfena podélna vodivost, kdy vlastni méfeni probihalo v temperované cele,
pfi¢emZz membrana byla po celou dobu plné hydratovana. Méfeni probihalo metodou
elektrochemické, impedanéni spektroskopie ve Etytelektrodovém zapojeni na LRC mustku (Rhode
& Schwarz, CR).

lontové vyménna kapacita byla meéfena titaréni metodou. Vzorek membrany v protonovém
cyklu byl vlozen do 20 cm® roztoku NaCl o koncentraci 0,1 mol dm™ po dobu 60-ti minut. Kyselina
chlorovodikov4, ktera vznikla iontovou vyménou protonti za Na* byla nasledné ztitrovana roztokem
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0,01 mol dm™ hydroxidu sodného. Ze ziskanych dat byla nasledné dopogitana iontové vyménna
kapacita.

Membrany ptedstavuji polymerni material, kdy jednim z dtlezitych parametrii v§ech polymert
je teplota skleného ptechodu. Hodnota této veliCiny, byla méfena metodou diferenéni skenovaci
kalorimetrie (SenSys Evo, USA).

Vysledky

Na zékladé provedenych experimentl byly stanoveny vSechny studované parametry. U vSech
membran byla patrna rostouci iontova vodivost spolu s teplotou, kdy tento parametr souvisi
s rostouci mobilitou funkénich skupin za vyssi teploty. Prekvapivym zjisténim byla vyrazné nizsi
vodivost u membrany Fumapem® F-940, ktera byla takika poloviéni v porovnani s ostatnimi
membranami. U membran dodavanych firnou DuPont, tento jev zaznamenan nebyl. Nejedna se tak
o vliv tloustky membrany, jak by se na prvni pohled mohlo zdat, ale o vlastnost ionomeru
pouzitého k vyrobg.

Vyse uvedeny piedpoklad podporovalo zjisténi, Ze membrana Fumapern® F-940 méla nejnizsi
iontové vyménnou kapacitu, av§ak v tomto pfipadé byla hodnota iontové vyménné kapacity pouze
0 néco malo niz$i nez u ostatnich membran. Pravdépodobnou pfic¢inou tohoto jevu, je Spatna vnitini
struktura membrany, ktera neumoznuje optimalni tvorbu vodivych spojeni celou membranou.

Na zakladé dat z diferen¢ni skenovaci kalorimetrie, bylo zji§téno, ze membrany dodavané
firmami DuPont a DY méli hodnoty skelného ptechodu podobné, pohybujici se v rozmezi 123 —
126°C. V pfipadé membran dodanych firmou Fumatech® byla teplota skelného prechodu vyrazné
niz$i, pfi¢emz dosahovala hodnoty 110 — 111°C.

Zavér

Ze ziskanych dat je patrné, Ze pro dobrou vodivost membrany neni klicovym parametrem jeji
iontové vyménna kapacita, ale schopnost tvofit iontové vodiva spojeni skrz celou tloustku
membrany. Slepa propojeni sice zvysuji celkovou iontové vyménnou kapacitu, av§ak nepfispivaji
k iontové vodivosti.

Velice dulezitym parametrem je teplota skleného pfechodu, ktery ovliviiuje postup pii skladani
vlastniho palivového ¢lanku. Studované membrany vykazovaly dvé rozmezi skelnych ptechodu,
ktera musi byt brany do ivahu pfi dal§im zpracovani membran.

Podékovani
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Uvod

Kyselina hyaluréonova (HA=hyaluronic acid) je karbohydrat, presnejsie je to mukopolysacharid,
ktory sa prirodzene vyskytuje vo vSetkych Zzivych organizmoch. HA sa nachadza hlavne v
extracelularnej matrici a pericelularnej matrici, ale tiez sa zistilo, Ze sa vyskytuje aj intracelularne [1].

Jej funkciou v tele je okrem iného aj viazanie vody a mazanie pohyblivych Gasti tela, ako su kiby
a svaly. Konzistencia HA umoziuje jej pouzitie v produktoch starostlivosti o plet’ ako vynikajtici
hydratacny krém. Kyselina hyalurénova je jednou z najvyznamnejSich hydrofilnych molekul v
prirode. Vdaka jedine¢nej viskoelastickej povahe HA spolu s jej biokompatibilitou a
neimunogénnostou (samy 0 sebe nevyvolavajii imunitni odpoved’) vyuZivaji ju v mnohych
lekarskych aplikaciach, vratane doplnenie kibovej tekutiny pri artritide (zapalové poskodeniu kibov
- napr. reuma), ako chirurgicka pomdcka pri operacii oka a na ulahenie hojenia a regeneracie
chirurgickych ran [2-6].

V tejto praci sa budeme zaoberat’ zakladnym §tadiom adsorpéno- desorpéného spravania sa HA
na povrchu ortutovej kvapkovej elektrody. Z dostupnej literatury je zrejmé, ze elektrochémia zatial
nebola pouzitd na charakterizaciu HA avSak z vlastnosti HA je mozné predpokladat’ zaujimavé
spravanie sa na nabitom povrchu elektrody.

Experimentalna ¢ast’

Vsetky elektrochemické merania sa uskuto¢nili s pouzitim elektrochemického pristroja PGSTAT
302N od Metrohm (Svajéiarsko). V trojelektrédovom zapojeni bola pracovnou elektrodou visiaca
ortutova kvapkova elektroda (HMDE), referencnou elektrodou argentochloridova elektréda
(Ag|AgCI|3 M KCl) a pomocnou elektrodou platinovy drot. Vzorky HA boli najprv adsorbované na
HMDE pri potenciali EA (akumulaény potencial) po dobu tA (akumula¢ny ¢as) a nasledne zmerané
pomocou AC voltamperometrie pri roznych frekvenciach (10 Hz, 32 Hz, 64 Hz, 128 Hz, 160 Hz, 240
Hz), amplitade striedavého signalu 10 mV. AC voltamperogramy boli merané v potencidlovom
rozsahu od -0,05 V do -1,8 V. Ako zakladny elektrolyt sa pouzival 0,1 M acetatovy pufor s pH=2,7,
pH=3,8, pH=4,7, pH=5,8. Vzorky HA boli dodané od fy Contipro (Ceska republika), ostatné
chemikalie pochadzali od Sigma-Aldrich (Nemecko). V nasom merani sme pouzili kyselinu
hyalurénovu typu HA6AN. V tomto oznaceni HA zodpoveda kyseline hyalurénovej, celé &islo (v
rozsahu 3-18) predstavuje pocet monosacharidovych jednotiek a symbol AN popisuje stavebné bloky
na koncoch oligosacharidovych retazcov (m6zu byt aj AA,NN,NA).

Vysledky a diskusia

Ako prvé sme prestudovali vplyv pH zakladného elektrolytu a zistili sme, ze pri pH=2,7 vSetky
zvysky HA su protonizované a pri pH=5,8 su vSetky deprotonizovné, nepozorujeme vel'ké zmeny na
AC voltamperograme. Ak pH zvys$ime na uroven pKa (3,8 a 4,7) pozorujeme vyrazné zmeny na AC
voltamperograme v potencidlovom rozsahu kladne nabitého povrchu elektrédy az po PZC (potential
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of zero charge) eventualne mierne za (-0,05 po -0,45). V pripade pH=3,8 sa objavili d’alsie piky ktoré
boli sposobene reorientaciou na povrchu elektrody.

Koncentracia ma vyraznejsi vplyv len pri pH=2,7, ovela menej vyrazny pri pH=5,8 a Ziadny
vplyv pri pH=3,8 a pH=4,7. Je to dané tym, ze pri pH=2,7 st vsetky zvysky HA protonizované, pri
pH=5,8 vsetky deprotonizované a pri ostatnych pH sa pravdepodobne nachadzaju obidve formy.

Poslednym ciastkovym cielom bolo prestudovat’ vplyv frekvencie. Zistili sme, ze vkladanie
striedavého napétia nema vyrazny vplyv na tvar kriviek. Odchylky su opit’ najlepsie pozorované pri
pH=3,8 a pH=4,7, kde vlastne s rastucou frekvenciou striedavého napétia pozorujeme vyraznejsi
pokles minima na krivke zavislosti pradu od potencialu.

Zaver

Z dostupnej literatary nie su zname ziadne elektrochemické merania HA, preto ciel'om tejto prace
bolo zacat’ pilotny vyskum. Ako ¢iastkové ciele sme si zvolili zmenu koncentracie, pH a frekvencie.
Zacali sme meranie s kratkymi retazcami, pretoze ¢im dlhsi ret'azec, tym vécsie komplikacie mézeme
ocakavat’. Pozorovana vyrazna zavislost’ adsorpéno-desorpéného spravania sa HA v okoli potencialu
nulového naboja a pri velmi nizkych pozitivnych potenciadloch ortutovej kvapkovej elektrody
naznacuje, Ze negativny naboj HA hra dolezita ulohu pri interakciach HA s elektrédou. Desorpcia
HA pri negativnych potencialoch je v stilade s tymto predpokladom. Je mozné predpokladat’ zavislost’
na dizke a koncovke HA. Z vysledkov jednoznagne vyplyva, e tieto pilotné merania ukazuju velky
potencial.

Pod’akovanie
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Uvod

Aminokyselinové zlozenie proteinov a Struktiira maji vyrazny vplyv na elektrochemicka
odozvu proteinov. Pre elektrochemicku odozvu proteinov na ortutovych elektrodach je
kla¢ova pritomnost’ cysteinovych zvyskov, ktoré maji vysoku afinitu k ortuti a ochotne s fiou
reaguju za vzniku Hg-S vizby, ktora je elektrochemicky redukovatel'na [1]. Elektrochemicky
modzeme taktiez sledovat’ katalyticka reakciu vylucovania vodika tzv. pik H, ktora katalyzuju
aminokyseliny obsahujuce labilny proton [2]. Pomocou vysoko citlivej elektrochemickej
metddy - chronopotenciometrie konstantnym pradom vieme, detegovat’ pik H [3].

Vysledky a diskusia

V tejto praci sme sledovali elektrochemicki odozvu piatich proteinov pomocou
chronopotenciometrie kon$tantnym priidom a AC voltampérometrie. Proteiny sa lisili vo
vel'kosti, v aminokyselinovom zlozeni a rozdielnom izoelektrickom bode. Z vysledkov
chronopotenciometrickych merani sme vytvorili zavislosti vy$ky, plochy a potencialu vyvoja
pikov H od akumulaénych potencidlov. Pomocou zavislosti sme ukazali, Ze vyska a potencial
pikov H sa lisia pre proteiny obsahujice cystein v molekule. Pomocou AC voltamperometrie
sme sledovali adsorpéno — desorpéné spravanie. Vysledky potvrdili, Ze proteiny boli
v adsorbovanom  stave Vvrozmedzi potencialov od OVpo -1,3V. Pik pri
potenciali - 0,6 V (pre proteiny obsahujice cystein) zodpoveda reaorientacii proteinu po
redukcii Hg-S vizby. Vyska tohto piku koreSponduje s obsahom cysteinovych zvyskov
V proteinoch.

Zaver

Pik H proteinov obsahujucich cystein sa nachadzal pri menej negativnych potencialoch v
porovnani s proteinmi neobsahujiicimi cysteinovy zvySok, ¢o naznacuje efektivnejsi vyvoj
vodika. Zavislosti na akumulaénom potenciali ukazuju, ze vyska a potencial vyvoja pikov H
sa lisia v zavislosti od akumula¢ného potencidlu v porovnani s plochou piku H, ktora sa
takmer nemeni. Z tychto zavislosti je mozné odhadnit obsah elektroaktivnych
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aminokyselinovych zvyskov (najmé zvyskov Cys) a ich schopnost’ katalyzovat’ vylu¢ovanie
vodika. Kyslé a zasadité proteiny, ktoré neobsahuji Cys, mozu byt tiez rozpoznané kvoli
odlisnej reakcii CPS po ich adsorpcii na nabité rozhranie.
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Uvod:

Bioplyn je jednim z alternativnich zdrojii energie. Biometan vyrobeny z bioplynu lze pouzit jak
pro vyrobu energie, tak i v chemickém primyslu. Pro Gpravu bioplynu na biometan lze pouzit fadu
separacnich technik. Absorpce a adsorpce jsou u€¢innymi technikami, ale vyzaduji velké mnozstvi
energie a veétsi prostor pro zafizeni. Membranova separace, vzhledem ke své niz8i energetické a
prostorové naroénosti piedstavuje konkurenceschopnou alternativu k témto klasickym separaénim
metodam. Vyvoj novych membranovych materiald s vysokou separacni ucinnosti a zaroven
vysokou chemickou, termickou a mechanickou odolnosti je zdjmem fady prumyslovych vyrobcd.

Cilem této prace byla pfiprava a charakterizace membran se smiSenou matrici (na bazi
polymeru Hyflon AD 60 a ¢astic UiO-66 a MXenu) vhodnych pro separaci CO: z bioplynu.
Pripravené membrany byly nasledné charakterizovany pomoci metod termogravimetrie (TGA),
diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC), rastrovaci skenovaci mikroskopie (SEM) a permeacnich
metod v binarni smési CO2/CHa. Permeabilita a selektivita byly ur€eny pomoci permeacnich
méfeni pfi riznych podminkach (slozeni, tlak).

Experimentalni ¢ast:

Pfiprava membran byla uskute¢néna v nékolika krocich. Prvnim krokem byla pfiprava 7%
roztoku Hyflonu v rozpoustédle Novek 7500 (vyrobce 3M). Rozpousteéni bylo realizovano za
stalého michani na magnetickém michadle po dobu 24 hodin. Vznikly roztok Hyflonu byl nasledné
vylit do Cisté Petriho misky umisténé na vodorovné desce, z diivodu dosazeni membrany s
rovnomérnou tloustkou. V uvedeném stavu bylo rozpoustédlo odpafovano za laboratornich
podminek (23 °C, vlhkost 70 %) po dobu 24 hodin. Pro lepsi odlepeni membrany ode dna Petriho
misky byl pouzit metanol.

V piipadé ptipravy membran se smiSenou matrici, bylo do jiz ptipraveného roztoku Hyflonu
pridano pozadované mnozstvi ¢astic UiO-66 a MXenu.

Nasledné, byly v§echny membrany upraveny pro permeaéni méfeni.

Vysledky a diskuze:

Pfipravené membrany se smiSenou matrici byly charakterizovany pomoci binarnich (CO2/CHs)
permeacénich méfeni. Byl sledovan vliv sloZeni vstupni smési a tlaku na permeabilitu jednotlivych
slozek a separacni faktor. Efekt téchto parametrti byl sledovan v zavislosti na pouzitém plnivu
(UiO-66, MXen) a jeho mnozstvi v pfipravené kompozitni membrané. U pfipravenych membran
byl také sledovan vliv piidavku plniva na strukturu membrany a jeji tepelnou stabilitu.
Z naméfenych hodnot bylo zjisténo, ze ptidavek plniva mél pozitivni vliv na permeabilitu slozek
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ve vSech sledovanych pfipadech. Napt. pii slozeni vstupni smési CO2/CH4 3:1 a tlaku na
nastiikové strané 2 bar pfidavek 1 % MXenu zvysil permeabilitu CO2 oproti ¢isté polymerni
membrang priblizné o 30 %. V pfipadé MMM na bazi UiO-66 byl efekt ptidavku vyraznéjsi, nebot’
pii 10 % UiO-66 v polymerni matrici byl nartist permeability CO2 az 50 %, pfi 15 % UiO-66 okolo
55 % a pii 20 % UiO-66 az 75 % pii obdobné nebo lepsi selektivité k CO».

Z termogravimetrické analyzy bylo zjisténo, ze rozkladna teplota membrany z Cistého
polymeru Hyflon AD60 je 449 °C. Pfidavkem malého mnozstvi ¢astic MXenu (1 hm. %) nebylo
dosazeno vyrazného posunu rozkladné teploty oproti ¢istému Hyflonu AD60. Ptidavek 10 % UiO-
66 zvysuje rozkladnou teplotu oproti ¢istému Hyflonu o 16 °C (odpovidajici teplota rozkladu je
465 °C), piidavek 15 % UiO-66 o 19 °C (468 °C) a piidavek 20 % UiO-66 o 24 °C (473 °C), coz
ukazuje na dobrou interakci mezi polymerem a ¢asticemi plniva.

Zaver:

V dusledku pouziti rozpoustédla Novek 7500 (vyrobce 3M) se podafilo pfipravit polymerni
membranu Hyflon AD 60 s vysokou mechanickou odolnosti, ktera pii stejné selektivité
vykazovala 2x vétSi permeabilitu, nez membrany na bazi Hyflon AD 60 uvadéné v odborné
literatufe, kde bylo pouzito rozpoustédlo Galden HT 55. Pfipravené membrany se smisenou
matrici vykazovaly ve vSech ptipadech vyssi permeabilitu nez membrany z ¢istého polymeru pti
zachovani obdobné selektivity. U membran s UiO-66 bylo dosaZzeno vyssSich permeabilit nez u
membran s plnivem MXen. Rostouci ptidavek UiO-66 zvySoval permeabilitu, ale soucasné
dochazelo, ke zhorSeni mechanickych vlastnosti membrany. Nejlepsi separacni vysledky byly
dosazeny u membrany Hyflon AD 60 s 20 % UiO-66. Permeabilita CO; pii poméru CO2»/CH, 1:1
a tlaku 2 bar byla 676,2 Barrer a selektivita 13,3. Naopak mechanické vlastnosti této membrany
byly nejhorsi, membrana byla velice kiehka a tézko se s ni pracovalo.

Vysledky méfeni potvrdily, Ze se vzrustajicim pfidavkem castic, jak UiO-66 tak i MXenu,
vzristala permeabilita membran pii zachovani pivodni selektivity. Pfi vétsim pfidavku plniva
vsak dochazelo ke snizeni mechanickeé stability membran. Na obr.1 jsou uvedeny snimky povrchu
membran obsahujici UiO-66, ze kterych je patrna rovnomeérna distribuce ¢astic.

< S TAT A
5.0kV 12.9mm x10.0k SE(M)

Obr.1 Snimky povrchu membran (zvétseny 10000x) a) Hyflon AD 60 UiO-66 (15 %) b) Hyflon AD 60 UiO-66 (20 %)

Podékovani:
Cést této prace byla realizovana v ramci OP Praha — Konkurenceschopnost (CZ.2.16/3.1.00/24501)
a “Narodniho programu udrzitelnosti “ (NPU I LO1613 MSMT-43760/2015).

Chtél bych podékovat Dr. Ing. Vlastimilu Filovi za rady, odborné konzultace a feSeni technickych
problém.
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Uvod

Elektrolyza vody predstavuje nadejny smer flexibilnej a efektivnej konverzie -energie
z obnovitelnych zdrojov. V rdmci tejto prace st diskutované rozne alternativne spdsoby vyroby
vodika. Vodik ziskany elektrolyzou moze byt pridavany do zemného plynu a vyuzity ako zdroj
tepelnej energie. Prakticky priklad vypoctu pridavku vodika do zemného plynu nam ukazuje vyhody
pridavku vodika pri vyrobe elektrickej energie. Tradi¢né fosilne zdroje pouzivané pri vyrobe
elektrickej energie sU v ostatnych $tyridsiatich rokoch nahradzané alternativnymi zdrojmi energie ako
st sInko, vietor a voda. Tato skuto¢nost’ vyznamne zvySuje zaujem o technoldgie uskladiiovanie
a premeny energie. To je tiez hlavnym dovodom rychleho rozvoja systémov palivovych ¢lankov

Svet sa stiva Coraz viac zavisly na elektrickej energii, ktord sa v sudasnosti vyraba majoritne
Vv elektrarnach spal'ujucich fosilne paliva. Fosilne paliva ako ropa, zemny plyn, uhlie sprevadzaju dve
zasadné komplikacie. Prvou z nich je ich obmedzena zasoba. Odhaduje sa, ze v horizonte niekol’ko
desiatok rokov moéze dojst’ k uplnému vycerpaniu zemskych zasob fosilnych paliv. Druhu
komplikaciou je produkcia nadmerného mnozstva sklenikovych plynov, najmda COz, spojena s ich
spalovanim. Preto ludstvo vyvija technologie, ktoré budu menej zatazovat' Zzivotné prostredie.
Zivotné prostredie a ekoldgia sa za posledné roky dostiva na popredné priecky v diskusiach &i u
zakonodarne ¢innych organov, alebo réznych vedeckych konferenciach.

Zaver
Je ddlezité poznamenat’, ze vodik je len nosi¢om energie. Preto je elektrolyza len tak ekologicka
ako je primarny zdroj elektrickej energie, ktory napaja samotny elektrolyzér.

V sucasnosti sa stale velka vacsina vodika vyraba z metdnu a vyrobeny vodik sa pouziva na iné
ucely ako nosi¢ energie. Avsak technoldgia sa neustale vyvija a postva vpred a tak isto sa zvySuje
potreba l'udstva najst’ nahradu za fosilne paliva. Preto vidim v elektrolyze vody, ktord je viazana na
ekologicky zdroj elektrickej energie, ako jednu z moznosti budtcnosti.

Literatira
[1] Balajka, J. Vodik a iné nové nosice energie. Bratislava: Alfa, 1982. 303.

[2] Sorensen, B. Hydrogen and Fuel Cells. Amsterdam: Elsevier Science, 2011, 512.
[3] Kames, J. Vodik - alternativni palivo. Praha: CVUT, 2008. 283
[4] Brestovi¢, T. Vyroba a uskladnenie vodika: Strojnicka fakulta TU v Kosiciach, 2015, 136. |
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Uvod

Organokovové halogenidové perovskity su polovodivé krystaly s dobrymi vlastnostami pre
fotovoltické aplikace. Skladaju sa z organického kationu CHsNHs3*, anorganického kationu Pb?*, Sn?*
a halogenidového anionu I, CI, Br. Najznamejsi typ je CH3NHsPbls. Z hladiska elektrickej
(vodivostného) pasu. Energia zakdzaného pasu sa zmensuje s rasticim rozmerom, ¢o je vyhodné pre
pripravu fotovoltického ¢lanku. V sucasnosti sa perovskity vyuzivaju ako absorbéry svetla vo
fotovoltickych ¢lankoch a ich ucinnost’ premeny energie vzrastla nad 20%, ¢o je porovnatelné s
efektivitou krystalickych kremikovych solarnych ¢lankov, s hodnotou 25%.

Experimentailna cast’

Pre urcenie charakteristickych vibraénych modov perovskitu bola pouzitd infradervena
spektroskopia s Fourierovou transformaciou (FT-IR). Priprava tenkej vrstvy perovskitu bola
vykonand jednokrokovou metdédou v dusikovej atmosfére. Terahertzova spektroskopia v ¢asovej
doméne (THz-TDS) sa pouziva na zistenie dielektrickych a vodivostnych vlastnosti réznych typov
materialov. THz ziarenie vznika interakciou vystupného Ziarenia lasera (800nm) s jeho Ziarenim
generovanym v nelinedrnom krystali, s tzv. druhou harmonickou frekvenciou s vinovou dizkou 400
nm pri ich fazovom posune. Nasledne st odfiltrované ostatné frekvencie ziarenia a do ohniska
sfokusovaného lica sa umiestni vzorka. Druhd Cast’ laserového lica je na zacCiatku oddelend
polopriepustnym zrkadlom a sliZi na zosnimanie priebehu THz spektra. Obidva li¢e nasledne
dopadaju na nelinearny krystal, kde nastava elektro-opticka detekcia.

Obr.1. Experimentalne usporiadanie terahertzovej spektroskopie v ¢asovej doméne
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Vysledky a diskusia

V infragervenom spektre boli ur¢ené charakteristické vibratné mody vzorky perovskitu. Valenéné
vibracie N-H vizieb boli aktivne pri 3506 cm™ a 3138 cm™. Pre C-H vizby boli pozorované valenéné
vibracie pri 2964 cm™t. Deformac¢né vibracie ,,wagging“ a ,,rocking* NHz a CH3 skupin zodpovedali
vlnoétom s maximami pri 1462 cm™ a 921 cm™. V THz-TDS spektrach boli porovnané transmisné
spektrd THz ziarenia referencie (vzduch) a vzorky, pri¢om zniZenie amplitddy v pripade vzorky
pozorujeme v dosledku absorpcie THz Ziarenia perovskitom. Na pokles amplitady vplyva aj hrubka
vrstvy, ktora bola pri nasej vzorke 0,05 mm. Zo zmeny fazy v ¢ase sme dostali informéciu o zmene
indexu lomu perovskitu voci referencii.

2o vzduch perovskit
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Obr.2. Infradervené spektrum perovskitu Obr.3. THz-TDS spektra-porovnanie referencie a vzorky

Zaver

Kvapkanou jednokrokovou metdédou bola pripravend a potvrdena vzniknutda perovskitova
Struktra s pouzitymi prekurzormi. Vibraéné mody v spektre koreSponduju s inymi dostupnymi
meraniami, ¢o ukazuje na pritomnost’ perovskitu vo vzorke. V THz-TDS meraniach je d’alsim
krokom spravit’ viaceré série takychto merani a ziskat’ absorp&ny koeficient a index lomu v terahertzovej
oblasti, ¢o v kone¢nom dosledku umozni lepsie pochopit’ a charakterizovat’ perovskitové materialy pre
ich potencial vo vyuziti v solarnych ¢lankoch.

Pod’akovanie
Praca vznikla za podpory grantu APVV-15-0201a VEGA 1/0400/16.
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Uvod

Predkladand praca sa zaoberd vyuZitim artroskopu v medicine, pojedndvanim o artroskope
a jeho historickom vyvoji a 0 jeho vyuZiti v dne$nej dobe. Dana préaca bola tematicky ¢lenena do
troch podkapitol [1-8].

Prva Cast’ tejto prace sa zamerala na artroskop a na zakladné poznatky o fiom. Zahfiazakladnu
definiciu, jeho technickl stranku, histériu, inStrumenty, zobrazovacie metddy aich vyuzitie pri
diagndze a naslednej operacii.

Druha kapitola pojednéava o jednotlivych druhoch operacii, kde je mozné vykonat’ artroskopicky
zakrok, a to napriklad koleno &i zapistie, kde su im venované hlbsie poznatky. Spolu s poznatkami
sa sumarizuju vyhody a nevyhody a pripadne zdravotné komplikacie v budicnosti.

Kapitola tretia je zasvatena zhrnutiu sklsenosti lekarov a pacientov so zraneniami, ktoré sa
odstrafiovali pomocou artroskopickych metdd. Specialitou tretej kapitoly je, Ze tieto realne
skuisenosti, ktoré boli koncipované ako tzv. reSers, Ze sa ziskavali z vedomosti iba od slovenskych
pacientov.

Vysledky

Rozsiahlym skiimanim sme $tudovali pokrok artroskopie na Slovensku a zistili sme, Zze nedoslo
k vyraznému posunu. Pooperacna hospitalizacia nebolo nutnd ani na zaciatku artroskopickych
operéacii — kvoli Gomu vlastne aj toto odvetvie vzniklo — a tak to nie je ani tieto dni. Néstroje st vSak
preciznejSie a vybavenie je novsie a praktickejsie.
Zaver

V §tudovanej praci sme si priblizili, ¢o to artroskop vlastne je, ako sa pouziva, aky prekonal
historicky vyvoj, naco sa konkrétne vyuziva a potvrdili sme si jeho pokrokovy vyznam vo svete
dnesnej mediciny.

Pod’akovanie
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Uvod

Vibrio natriegens, prvykrat popisana v roku 1958 je nepatogénna, gram negativna baktéria,
ktora pochadza z brakickych mociarov. Hlavnou charakteristikou je vysoky obsah ribozomalnej
RNA a rychly rast, ktory je v porovnani s Escherichia coli az dvojnasobne rychlejsi, doubling
time je <10 minat, vdaka ¢omu mdZeme tuto baktériu oznadit’ ako najrychlejsie rastlci, znamy
mikroorganizmus [1]. KvAli spomenutym vlastnostiam a taktiez kvoli lahkej kultivacii
a moznosti aplikovat’ zndme techniky zaobchddzania ako v pripade E. coli bola prave tato
baktéria v naSom experimente testovana pri produkcii rekombinantnych proteinov, konkrétne
proteinu alkoholdehydrogenaza.  ADHI1 je Siroko vyuzivana v roznych aplikaciach
farmaceutického priemyslu. Prikladom s tvorba antiastmatik, antitrombik, antiepileptik, alebo
liekov na cholesterol a hypertenziu [2]. V nasom experimente bol vyuzity uz komeréne
pripraveny kmen Vmax™ Express system ktory funguje na baze vyuzitia inzercie IPTG
indukovatel'nej T7-RNA polymerazovej kazety a obsahuje knockout vacsiny extracelularnych
nukleaz [3].

Zavedenie Vmax™ Express system do biotechnologického alebo farmaceutického
priemyslu by mohlo znizit' ekonomické a ¢asové naroky na produkciu rekombinantnych
proteinov. Hlavnym ciel'om tejto préace je priniest nové poznatky o expresii ADH1 vo Vmax™
Express system.

Experimentalna éast’

V nafom experimente sme vyuzili uz komeréne upraveny divoky kmeni Vmax™ Express
system . Na overenie konkurencieschopnosti a efektivnosti produkcie skimaného kmetia bol
vybrany  pouzivany kmeti E. colistr. B F ompT gal dcm lon hsdSg(rs'me”) A(DE3
[lacl lacUV5-T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB*]k-12(AS), nakol’ko aj tento kmefi funguje na baze
T7 expresného systému. Oba typy buniek boli transformované plazmidom
pRSFDuetlADH_CmR, ktory niesol gén pre alkoholdehydrogénazu -ADH1. Protein ADH1
sme produkovali pomocou banitkovej expresie pri teplote 37°C. V pripade Vmax™ Express
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system sa jednalo o médium BHI+V2 salts a v pripade E. coli $lo o LB-Miller médium. VVzorka
na stanovenie expresie bola odoberana kazda hodinu od ¢asu indukcie po dobu Styroch hodin.
Kazdu hodinu sme odoberali aj vzorku na stanovenie narastu biomasy, vzorky po vysuseni boli
vazené na analytickych vahach a prepocitané na jednotky g/l. Vzorky zexpresie boli
rozsuspendované a neskor sonikované. Vzorky expresie boli analyzované v SDS-PAGE. Na
percentualne vyhodnotenie zastlpenia expresie proteinu ADH1 z celkového expresného profilu
buniek bol pouzity program Gelanalyzer.

Vysledky a diskusia

Na zaklade vysledkov z Gelanalyzer sme mohli vyhodnotit, Ze expresia ADH1 vo Vmax™
Express system vzhl'adom na tretiu hodinu dosahovala 39,7%, priemerna tvorba biomasy bola
2,32 g/l a celkova produkcia ADH1 predstavovala 92,104 g/l. Produkcia ADH1 v E. coli
dosahovala vzhl'adom na tretiu hodinu 24,5%, priemerna tvorba biomasy bola 1,25 g/l
a celkova produkcia ADH1 predstavovala 30,625 g/l. Z tohto mézeme vyvodit, Ze produkcia
ADH1 vo Vmax™ Express system je efektivnejsia ako v pripade E. coli. K tomuto tvrdeniu sa
pripdja aj fakt, Ze narast do poZadovanej koncentracie k indukcii expresie bol rychlejsi,
indukcia prebehla asi 0 2 hodiny skér ako indukcia kultury E. coli.

Zaver

O Vmax™ Express system mozeme povedat, Ze predstavuje slubnil alternativu, ktora by
mohla nahradit’ Siroko vyuzivani E. coli v heterolognej expresii. Nielenze sa jedna
0 nepatogénnu a 'ahko kultivovatelnu baktériu, ale hlavnou vyhodou je jej kratky ¢as delenia
a potencialne vysoka uroveti expresie proteinov na bunku, vd’aka ¢omu by sa mohla zvysit
efektivita produkcie rekombinantnych proteinov z hl'adiska ¢asového a taktiez aj z hl'adiska
ekonomického benefitu.
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Uvod
Sumo proteiny zaradujeme medzi malé proteiny s velkosti priblizne 10 kDa a Struktdirou su
podobné  ubiquitinu. Boli identifikované vo vSetkych eukaryotickych  organizmoch,
pri¢om u cicavcov st znadme doposial’ 4 izoformy (SUMO-1 az SUMO-4) [1]. Proteiny obsahuju C-
terminalny diglycinovy motiv a vd’aka nemu si schopné posttranslacnej konjugacie s cielovym
proteinom a to vytvorenim izopeptidovej vazby [2]. Dany proces sa nazyva sumoylacia alebo
SUMO konjugécia a podiel'a sa na reguldcii biologickych procesov v bunkéach, ako je napriklad
nukledrny transport, regulécia transkripcie, segregacia chromozémov alebo oprava DNA [ 3, 4].

Ciel'om naSej prace bolo optimalizovat’ proces purifikicie SUMO-2 proteinu po predoslej
optimalizacii expresie proteinu v bunkach Escherichia coli za ucelom lepSieho pochopenia
Struktury a vlastnosti proteinu.

Experimentalna cast’

Po fermentacii buniek v 1L LB médiu, sme na disrupciu a homogenizaciu buniek vyuZzili
ultrazvuk a centrifugaciu. Na optimalizaciu purifikacie sme vyuZzili nasledujice metddy:

AFINITNA CHROMATOGRAFIA: Protein solubilny v supernatante sme purifikovali
pomocou metalo-chelatovej afinitnej chromatografie.

IONOMENICOVA CHROMATOGRAFIA — ANEX: KedZe eluat nebol dostatocne Cisty,
vyuZili sme anexovi ionomeniCovou chromatografiu na kladnej matrici; nosicom bol dietyl-
aminoetyl (DEAE).

HYDROXYAPATITOVA CHROMATOGRAFIA: Ako predposledny spdsob purifikacie
sme zvolili hydroxyapatitovii chromatografiu, ktora v principe predstavuje zmiesany model i6novej
vymeny.

DIALYZA: Okrem spominanych chromatografii sme na zavere¢nd purifikiciu pouZili aj
dialyzu, ktord sliZi na odstranenie nizkomolekulovych chemickych latok z roztoku.

WESTERN BLOT: Nakoniec sme vyuZili Western blot pre potvrdenie pritomnosti nasho
cielového proteinu.

Vysledky a diskusia

Po fermentdcii sme uskutocnili SDS-PAGE zo vzoriek pred indukciou expresie, poslednej
odoberanej vzorky z fermentdcie, peletu a supernatantu po sonikacii a zo vzoriek po IMAC t.j.
flow through a eldcia. Na obrazku 1 vidime, Ze expresia uspeSne beZala a ziskali sme nas protein
v solubilnej forme. Hoci sme naprodukovali cielovy protein, po afinitnej chromatografii nebol v
dostatocnej Cistote, preto sme zvolili d'alSie kroky purifikacie. Z obrazkov 2 a 3 vieme povedat’, Ze
nasledné typy chromatografie optimalizovali proces purifikacie, resp. eliciu nasho cielového
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proteinu. Poslednym krokom purifikéacie bola dialyza, ktorou sme mohli odstranit' aj malé zvysky
soli a d’alSich detergentov. Nakoniec sme uskutocCnili Western blot analyzu, kde sme si pomocou
protilatok potvrdili pritomnost’ nsho ciel'ového proteinu.

Obr. 2. SDS-PAGE po anexovej ionomenicovej

Obr. 1. SDS-PAGE po fermentacii a IMAC chromatografii
1.vel’kostr}§l §tandard,2.pred indukciop o 1.velkostny Standard; 2. flow through; 3.wash;
3.posledna odoberana; 4.pelet po sonikécii; 4.elticia 1; 5.elticia 2; 6.eldcia 3; 7.eldcia 4

5.supernatant po sonikdcii; 6.flow through;
7.elticia; 8.elucia + 50%glycerol

RS2 SENAENO R 6F 7 SR O O 11

130

95
72

T - - -
- oH ® ' '
LI - - -- -
12 kDa
o
kDa
Obr. 3. SDS-PAGE po Obr. 4 Wester blot

1.velkostny Standard; 2.pred
indukciou; 3.po indukcii;

4.pelet po sonik4cii; 5.supernatant
po sonikdcii; 6. lyofilizovany
protein; 7. wash; 8.elucia; 9.eltcia
pred dialyzou; 10.dialyza; 11.anex;
12. flow through

hydroxyapatitovej chromatografii
1.velkostny Standard;

2 lyofilizovany protein;

3. flow through prvej frakcie;

4. flow through druhej frakcie;
5.eltcia 1; 6.eldcia 2; 7.elucia3;
8.elicia 4

Zaver
Vyuzitim roznych purifikacnych metéd sme dosiahli dGspeSnd optimalizaciu purifikdcie
cielového proteinu SUMO-2 v dostato¢nom mnozZstve a optimalnej Cistote.
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Uvod

Maltotriéza je trisacharid, ktory ma vyuzitie v potravinarskom a farmaceutickom priemysle.
Predlzuje zivotnost peciva azvySuje kvalitu potravin, preto sa pouziva pri vyrobe dezertov
aroéznych druhov peiva. Maltotridza zabranuje retrogradacii $krobu a méze poskytnit' energiu
dIhsiu dobu, ¢o z nej robi aktraktivnu zloZku do napojov a potravin, ktoré st $pecialne uréené pre
$portovcov. Takisto sa mdze pouzit' aj ako nahrada glukoézy pri intravendznom podani. Avsak kvoli
svojej vysokej cene je jej pouzitie obmedzené, preto sa tato praca zaobera enzymatickym spdsobom
pripravy tohto vzacneho trisacharidu.

Teoreticka cast’

Maltooligosacharidy (MOS) st oligosacharidy zvycajne zlozen¢ z 2 az 10 a-D-
glukopyranozylovych jednotiek spojenych vyluéne s a-1,4-glykozidickymi vézbami. Ide o novy typ
funkénych oligosacharidov s potencialnym vyuzitim v potravinarskom a farmaceutickom priemysle
[1]. Maltotrioza je trisacharid skladajici sa z troch gluk6zovych molekil, ktoré st spojené s a-1,4-
glukozidovymi vézbami (Obr. 1). Jej oficidllny nazov je a-D-glukopyranozyl-(1,4)- a-D-
glukopyranozyl-(1,4)-D-glukopyrandza.

. OH

OH OH =
HOy, o 0O, o _aOH o aOH
. . [ I o
o [\‘ - [
HO o \ Y 0 I oH
OH . oH

OH

Obr. 1: Struktiira maltotriozy

Z hladiska biotechnologickej pripravy je mozné maltotridozu pripravit zo Skrobu uc¢inkom
$pecifickych amylaz, alebo enzymatickym Stiepenim pululanu pululanazou. Baktérie Bacillus
subtilis produkuji a-amylazu, ktora Stiepi Skrobové substraty prednostne na maltotriozu. Vyt'azky
maltotriézy z amylozy s kratkym ret'azcom (DP 17) boli priblizne 69% [2]. Podobna amylaza bola
izolovana zo Streptomyces griseus NA-468, ktora Gplne hydrolyzovala amylozu a produkovala 51%
maltotriézy z voskového kukuri¢ného Skrobu [3]. Medzi d’alSie mikroorganizmy, ktoré obsahuju
amylazy produkujice maltotridézu patria Chloroflexus, Natronoccus a Streptococcus [4]. Z hl'adiska
Cistoty maltotridozy vSak tento sposob jej pripravy nie je vhodny, pretoze obsah maltotridzy
v produkte bol len 50 — 70 %.

Alternativnym sposobom pripravy maltotridzy je hydrolyza pululanu pululandzou, pricom sa
dosiahnu podstatne vyssie vytazky pozadovaného produktu. Auerobasidium pullulans CJ001 je
kmei produkujuci pululdn do kultivaéného média. Tento je mozné priamo hydrolyzovat’ i¢inkom
pululanazy a vyt'azky maltotriozy dosiahli hodnoty 90-92% [5].
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Experimentalna ¢ast’

Cielom experimentalnej Casti je zistit’” optimalne hodnoty pH a teploty vybranej pululanazy,
ked’ze $pecifikaciu tohto enzymu uvadza vyrobca iba na Skrob a nie na nas substrat — pululan.
Optimalizaciu pH sme realizovali v rozmedzi pH 4,0 — 6,0. Reakcia prebichala pri teplote 48 °C,
ktor sme zvolili na zaklade literarnych tidajov [5].

Experimenty zamerané na zistenie optimalnej teploty hydrolyzy pululanu pouzitim vybranej
pululanazy v nasich reakénych podmienkach sme vykonali uz pri zistenej optimalnej hodnote pH.
Reakcia prebiehala pri teplotach v rozmedzi 40 — 75 °C.

Maltotridza, ktor sme pripravili hydrolyzou pululanu pouzitim komeréného enzymu, mala
nizku istotu, preto sme potrebovali urobit’ sériu purifikaénych krokov s cielom precistit’ vysledny
produkt. Analyzy v priebehu tychto experimentov sme uskutoénili pomocou HPLC na kolone
Benson s Ag® napliiou, ktord ndm poskytovala ovel'a presnejsie tidaje o priebehu enzymovej
hydrolyzy pululanu (Stiepenie pululanu atvorba vysSich maltooligosacharidov v priebehu
enzymovej hydrolyzy pululanu). Neskor sme si pripravili vdcsie mnozstvo roztoku maltotridzy,
z ktorého sme postupne odstranili vedlajSie produkty a nelistoty, ¢im sa nam podarilo zvysit
Cistotu produktu na 95,2%.

Zaver

Zaverom je mozné konStatovat, Ze priprava maltotriozy hydrolyzou pululanu vyuZzitim
pululandzy typu Iajej naslednou purifikdciou podla navrhnutych postupov je slubny spdsob
pripravy daného trisacharidu v praxi, ked’ze ziskany produkt sa svojou Ccistotou vyrovnal
komerénym $tandardom tejto latky.

Pod’akovanie
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Uvod

Metylgalaktozidy st latky patriace do skupiny alkylglykozidov, povrchovo aktivnych,
hypoalergénnych 1atok s antimikrobidlnou aktivitou. Aplikuju sa v Cistiacich prostriedkoch,
detergentoch, chemikaliach a st iéinnymi solubilizaénymi ¢inidlami pre membranové proteiny.
Vdaka mnozstvu ich pozitivnych vlastnosti st idedlnou zlozkou vo vyrobkoch osobnej
starostlivosti ako kozmetika, potraviny a lieCiva. V potravinarstve zlepSuji vlastnosti varenych
potravin a pouzivaju sa ako bioemulgatory v margarinoch a majonéze. Moézu byt pouzité ako
substraty v enzymatickej syntéze glykozidov z vyssich alkoholov [1].

Teoreticka ¢ast’

Alkylglykozidy su hypoalergénne, netoxické a biologicky odburatel'né povrchovo aktivne latky.
Nie st reaktivne v pritomnosti kyslika a st stabilné v alkalickom ale aj kyslom prostredi. Prave
preto st vhodnymi zlozkami farmaceutickych vyrobkov ako aj produktov osobnej starostlivosti,
kozmetiky a potravin [2]. Struktirne sa alkylglykozidy skladaju z lipofilného alkylového chvosta
s r6znou dizkou retazca s nasytenym alebo nenasytenym charakterom a z hydrofilnej sacharidovej
hlavy (Obr.1.1.) [3].

Sacharidova hlava

Alkylovy chvost

Obr. 1.1 Chemicka struktira alkylglykozidov

Alkylglykozidy je mozné pripravit’ dvoma spdsobmi. Prvym je komer¢na produkcia chemickou
syntézou a druhym spdsobom je enzymaticka syntéza. Chemickd cesta pouziva Fisherovu
glykozylaciu alebo metdodu Koenigs-Knorr. Tak ako vo vdéSine pripadov aj tu plati, ze chemicka
syntéza ma mnozstvo nevyhod a ked’ze sa alkylglykozidy pouzivaju v potravinarstve, kozmetike
aaj vo farmaceutickych vyrobkoch, je vyhodnejsie vyuzivat biotechnologické spdsoby ich
pripravy. Na enzymatickl pripravu sa vyuzivaji glykozidazy — hydrolytické enzymy Stiepiace
glykozidové vizby za vzniku mono- alebo oligosacharidov, ktoré za urcitych podmienok vykazuji
aj transglykozylacné vlastnosti. Miera transglykozylacie zavisi od mikrobialneho zdroja enzymu,
teploty a pH reakéného prostredia ako aj od mnozstva substratov (metanol, laktéza) a enzymu
Vv reakénej zmesi. Na pripravu metylgalaktozidov sa vyuzivajii ako substraty prirodzene sa
vyskytujlice a obnovitel'né zdroje mastnych alkoholov a cukrov.

Experimentalna ¢ast’

Experimentalna Cast’ prace je zamerana na biokatalytickt pripravu metylgalaktozidov pomocou
fungalnej B-galaktozidazy. Reakcie prebiehali pri teplote 30°C a hodnote pH 4,5. Optimalizované
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boli koncentracie dvoch zakladnych substratov transglykozylagnej reakcie — laktozy a metanolu. Po
optimalizacii parametrov bol metylgalaktozid naprodukovany v 10-litrovom reaktore a nasledne
boli uskutocnené purifikacné experimenty s cielom odstranit’ vedlajsie produkty reakcie, pricom
Cistota vysledného produktu bola vyssia ako 95,0% [4].

Zaver

Metylgalaktozid bol Gspesne pripraveny biokatalytickou reakciou transglykozylaciou metanolu
a laktozy Gi¢inkom B-galaktozidazy.

Produkt s vysokou ¢istotou je mozné nésledne vyuzit' v syntéze vyssich alkylglykozidov alebo
aj v dalsich aplikaciach tychto latok.
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Baktérie rodu Rhodococcus st metabolicky prisposobivé aktinobaktérie bezne sa
vyskytujuce v prostredi s potencialnymi aplikdciami v bioremediaciach a biotransformaciach. Prave
preto su predmetom vyskumu po celom svete. Vd’acia za to ich katabolickej r6znorodosti, velkému
gendomu a mnozstvu jedine¢nych enzymov [1]. Su schopné metabolizovat’ Sirokt $kalu organickych
zlGCenin, medzi ktoré patria alkdny skratkym a dlhym retazcom, halogenované, nitro-
substituované, heterocyklické a polycyklické aromatické zlaceniny [2]. Maju Siroké vyuzitie
v environmentalnom, chemickom a farmaceutickom priemysle. V sGéasnosti sa priemyselne
vyuzivaju baktérie rodu Rhodococcus na produkciu amidov a organickych kyselin z nitrilov [3].
Baktérie rodu Rhodococcus st schopné transformovat’ aj terpény. Zaujimavym substratom pre
takéto biotransformacie je monoterpén D-limonén. Je to predovSetkym preto, Ze sa ziskava
z0 Supiek citrusovych plodov, ktoré sa hromadia ako odpadova surovina pri vyrobe ovocnych
napojov. Samotny D-limonén dokazu baktérie rodu Rhodococcus transformovat’ viacerymi
metabolickymi drahami [4].

Jednym z moznych produktov biotransformaénych reakcii D-limonénu je trans-karveol, kde
kIa¢ovu ulohu hra enzym kuméndioxygenaza. Z biotechnologického hladiska je karveol zaujimavy
svojim vyuzitim ako Specialna chemikalia, ktora sa d’al§imi enzymatickymi reakciami moéze
transformovat’ na bioaktivne latky s aplikaciami Vv parfumérskom ¢i farmaceutickom priemysle.
Karveol patri medzi chemopreventivne lie¢iva v lie¢be nadorov [5].

Tato praca je venovand mikrobidlnej produkcii trans-karveolu pouzitim baktérii rodu
Rhodococcus sp.. Kmeii degradujuci etylbenzén v priebehu kultivacie je schopny hydroxylovat’ D-
limonén na trans-karveol [6]. V experimentdlnej Casti prace bol skumany vplyv zmeny
kultivaénych podmienok (teplota kultivacie a aeracia) na produkciu trans-karveolu u kmeria
Rhodococcus sp. LE1 atestovali sa aj nové kmene baktérii rodu Rhodococcus zo zbierok
mikroorganizmov na produkciu trans-karveolu z limonénu.
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Krucovym prvkom v biotechnologickej vyrobe roznych latok s pridanou hodnotou st enzymy.
Enzymy sa ako biokatalyzatory vyuZzivaju vo forme celobunkovych katalyzatorov, bunkovych
lyzatov, ¢i izolovanych enzymov. Ich pouzitie sa tyka vyroby pozadovanych latok aj v priemyselnom
meradle (napr. latky na upravu potravin, pohonné latky, lieciv4, detergenty, environmentalne
technologie a iné), ako aj v diagnostike, pricom Zivotné prostredie je tymito postupmi len minimalne
zatazené. V dosledku vyvoja génovych a rekombinantnych technologii za poslednych 40 rokov, sa
enzymy, dokazu efektivne produkovat v jednoduchych systémoch, ako su napriklad baktérie,
kvasinky alebo vlaknité huby'.

Rastliny poskytuju bohaty zdroj velkého poctu Struktirne rozmanitych a zaujimavych latok.
Medzi ne patria napr. ,,zelené ardbmy*, ktoré sa tak nazyvajii prave vd’aka svojej Cerstvej, travnatej
a ovocnej voni. Zelené ardmy tvoria skupinu prchavych 6- alebo 9-uhlikatych aldehydov a alkoholov.
V sirokej miere sa vyuzivaju ako chutové a vonné aditivne latky do potravin, ¢i kozmetickych
vyrobkov. Patria medzi najatraktivnejsSie prichute v arbmovom priemysle, pretoze dodavaji tovaru
Cerstvost’ a autentickost. Su syntetizované v lipoxygenazovej drahe prebiehajucej v rastlinnych
pletivach. V rastlinnych homogenatoch sa v§ak enzymy potrebné na syntézu tychto prirodnych arom
nachadzaju len vo velmi nizkych koncentraciach. Prirodné zelené aréomy sa bezne vyrabaju
destilaciou z rastlinnych olejov. Tento proces vyroby je zlozity a ekonomicky i energeticky narocny
a nedokaze pokryt dopyt po tychto latkach na trhu??,

Tato praca bola zamerand na rekombinantni pripravu enzymu hydroperoxid lydza (HPL)
pomocou Escherichia coli. Hydroperoxid lyaza katalyzuje premenu syntetizovanych hydroperoxidov
mastnych kyselin na aldehydy zelenych arom a oxokyseliny. Hydroperoxid lyaza bola pouzita v sérii
biotransformacii, kde katalyzovala premenu 13- hydroperoxylinolénovej kyseliny na kyselinu 12-
0x0-Z-9-dodekanova a cis-3-hexenal, ktory spontanne izomerizuje na trans-2-hexenal. Sledovala sa
$pecificka aktivita enzymu ako i vytazok spojenej aldehydickej frakcie vzhl'adom na substrat. Trans-
2-hexenal je latkou s vy$Sou pridanou hodnotou, uspesne sa pouziva ako antimikrobialna latka, na
zlepSenie senzorickej kvality potravin, prirodzené zachovanie farby aaréomy vyrobkov
a v parfumerii®.

Pod’akovanie
Tato praca bola podporena Agentirou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade Zmluvy ¢.
APVV- 18-0254.

Literatara

[1] Brithlmann, F., B. Bosijokovic, C. Ullmann, a kol. (2013). "Directed evolution of a 13-
hydroperoxide lyase (CYP74B) for improved process performance." Journal of Biotechnology
163(3): 339-345.

[2] Buchholz, K., V. Kasche, U. Bornscheuer, a kol. (2005). Biocatalysts and Enzyme Technology.
206: No pp. given.

123



21. celoslovenska studentska vedeckd konferencia s medzindrodnou ucastou
6.11.2019, Chémia a technoldgie pre zivot

[3] Gigot, C., M. Ongena, M.-L. Fauconnier, a kol. (2012). "Optimization and scaling up of a
biotechnological synthesis of natural green leaf volatiles using Beta vulgaris hydroperoxide lyase."
Process Biochemistry 47(12): 2547-2551.

[4] Zhao, Y., S. Xu, H. Lu, akol. (2017). "Effects of the plant volatile trans-2-hexenal on the dispersal
ability, nutrient metabolism and enzymatic activities of Bursaphelenchus xylophilus." Pesticide
Biochemistry and Physiology 143: 147-153.

124



21. celoslovenska Studentskd vedeckd konferencia s medzinidrodnou tcastou
6.11.2019, Chémia a technoldgie pre zivot

PRIPRAVA PRODUKCNEHO KMENA E. COLI ZA
UCELOM BIOTRANSFORMACIE ACETOFENONU
POMOCOU ALKOHOLDEHYDROGENAZY Z BAKTERIE
RHODOCOCCUS RUBER

Viktor Varga!, Cubica Kormanova', Andrej Minich!, Julia SarkanovaZ, Silvia
Rybecka'!, Monika Chovanova', Zdenko Levarski'?, Stanislav Stuchlik'-

| Katedra molekuldrnej bioldgie, Prirodovedeckd fakulta, Univerzita Komenského, Ilkovicova 6,
Bratislava 841 04, Slovenskd republika

Wedecky park, Univerzita Komenského, Ilkovi¢ova 8, Bratislava 841 04, Slovenskda republika
viktor.vargal @yahoo.com
Uvod

Nevyhodou enzymov byva ich nizka stabilita pri nepriaznivych priemyselnych podmienkach,
akymi st vysoka teplota, pritomnost’ denaturujtcich latok a organickych rozptstadiel. Termostabilné
enzymy st schopné vykazovat' stabilitu pri vysokej teplote, tlaku a vysSich koncentraciach
denaturantov [1,2]. Vécsina komercne dostupnych enzymov je izolovana z mezofilnych organizmov,
ktorych optimum rastu sa nachadza v rozmedzi 20 — 45 °C. Za ich hlavné nevyhody mdzeme oznacit’
nizku stabilitu, nizku aktivitu pri vyssej teplote a tiez pH. Termofilné enzymy st naopak robustnejsie,
tolerantné voci vysokému tlaku a pritomnosti rozptstadiel, kedy si zachovavaju stabilitu a aktivitu.
Pouzivanie vys§Sej teploty pocas priemyselného procesu zvysSuje rozpustnost’ substratu a produktu,
znizuje ¢as hydrolyzy, ma vplyv na viskozitu a minimalizuje riziko mikrobialnej kontaminacie [3].
Termostabilny protein alkoholdehydrogenaza z Rhodococcus ruber (RrADH) je kI'u€ovym enzymom
v reverzibilnej konverzii sekundarnych alkoholov a ich prislusnych ketonov a aldehydov. Za posledné
roky sa alkoholdehydrogendzy vyuzivaju pri priprave enantiomérnych zli¢enin. Enzymy s novymi
vlastnost'ami nachadzaju uplatnenie v biotransformaciach, katalyzuju vyrobu latok a farmaceutickych
produktov s vysokou trhovou hodnotou [4]. Predpokladame Ze, s vyuZzitim enzymu RrADH a
spravnou optimalizaciou reaktantov a tiez celej reakcie by bolo mozné vytvorit’ biotransformaény
systém s regeneraciou kofaktorov, potrebou pridavania takmer vyhradne len substratu a zachytavanim
produktu [5].

Zaver

V nasom pripade sme biotransformacéné procesy aplikovali na latky zname ako ,,green notes®,
ktoré kvoli svojim vonnym vlastnostiam nachadzaji uplatnenie najmid v kozmetickom
a potravinarskom priemysle. Vysledkom nasej prace bolo overenie expresie enzymu RrADH
v Siestich kmenoch E. Coli — BL21, C41, C43, Rv308ai, T7 Shuffle a LEMO 21 pri teplotach 20°C,
28°C a 37°C. Porovnavali sme réznu mieru expresie a ako najvhodnejsi sme vyhodnotili kmen BL21.
Uskutoc¢nili sme viacnasobné purifikacie afinitnou chromatografiou, analyzovali sme mieru zlepsenia
solubility za ucelom ziskania vys$Sieho vytazku rozpustnej frakcie viacerymi spdsobmi
(vysokokoncentrovand mocovina, dvojplazmidovy chaperénovy systém), overili sme termostabilné
vlastnosti enzymu anasledne sme ho aplikovali do biotransforma¢nych procesov konverzie
acetofenonu na S-1-fenyletanol.
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Praca sa zameriava na porovnanie efektivity volnej a imobilizovanej formy enzymov
ketoreduktdza (KRED) a glukézadehydrogenaza (GDH) v ramci biotransformacnych reakcii.
V praci je opisana koimobilizacia KRED spolu s GDH, ktor4 slizi na regeneraciu kofaktora
za ucelom zvySenia rentability procesu.

Enzymy KRED a GDH boli izolované z hrubych enzymovych preparatov pomocou afinitnej
chromatografie. Nasledne boli zakoncentrované a odsolené viacnasobnou centrifugaciou
v skimavkach obsahujtcich ultrafiltracné membrany. Ako zdroj enzymov boli pouzité
rekombinantné bunky E. coli a ako substrat bola pouzitda modelova keto-zlti¢enina. Aktivita
izolovanych enzymov bola overena pomocou UV/VIS spektrometrie a nasledne boli enzymy
pouzité na vykonanie sérii biotransformacii (redukcia ketoénov). Izolované enzymy pocas
biotransformacie vykazovali minimalnu aktivitu resp. pravdepodobne doslo k inhibicii enzymu
substratom. Premena substratu na produkt teda bola na zanedbatelnej trovni. Na zlepSenie
sledovanej biotransformacie bola v d’alSom vykona imobilizacia sledovanych enzymov.

Enzymy boli imobilizované metddou afinitnej chromatografie, pomocou idnovej interakcie
medzi poly-His tagom proteinu a iénmi Ni?*, ktoré boli pritomné v koléne. Biokatalyzator bol
pripraveny dvoma spdsobmi ato pomocou zonalneho a homogénneho nanasania hrubého
enzymového preparatu na kolénu. UGinnost imobilizicie bola vyhodnotena pomocou
elektroforézy. Imobilizované enzymy boli testované v niekolkych konverziach pri réznych
koncentraciach substratu. Porovnanie efektivity premeny substratu medzi biokatalyzatormi
bolo vyhodnotené pomocou plynovej chromatografie. Biokatalyzatory sa pri premene
substratu za kratky Cas javili ako dostatoéne aktivne. Pociato¢na aktivita bola v ramci
opakovanych biotransforméacii zachovana. Z vysledkov vyplyva, ze praca s imobilizovanymi
enzymami je vyhodnejSia, pretoZe proces biotransforméacie mdze prebichat’ opakovane bez
vyraznej straty aktivity, pri vyssich koncentraciach substratu v porovnani s vol'nymi enzymami
a taktieZ je cely proces jednoduchsi a ¢asovo efektivny.
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Uvod

Poruchy sekrécie inzulinu a/alebo poruchy Gcinku inzulinu veda k ochoreniu diabetes
mellitus. Priznakom je narusenie homeostazy organizmu, ¢o sa prejavuje hyperglykémiou, teda
zvySenou koncentraciou glukdzy v krvi. V st¢asnosti tymto ochorenim trpi cez 140 milidnov l'udi.

Glukéza je za fyziologickych podmienok primarne metabolizovana prostrednictvom
glykolyzy. Polyolova dradha je alternativny spdsob odburania D-glukézy v I'udskom organizme.
Kradovym enzymom je aldézareduktaza 2 (ALR2), ktora vplyvom redukéného ekvivalentu
NADPH premiefia D-glukézu na D-sorbitol. D-sorbitol, ako polarna latka neprechadza cez bunkové
membrany a hromadi sa, o ma za nasledok osmoticki nerovnovahu. V procese premeny glukozy
na sorbitol vznika v bunke aj oxida¢ny stres.! Bolo vyvinutych viacero inhibitorov enzymu ALR2,
av8ak ani jeden znich nebol kvoli nedostatoénej selektivite doposial’ uvedeny ako lie¢ivo na

celosvetovy trh.
Vysledky a diskusia

Na Ustave experimentalnej farmakoldgie a toxikologie (UEF SAV) bol navrhnuty inhibitor
ALR2 enzymu inSpirovany S$truktirnym skeletom Lidorestatu. lde o karboxylova kyselinu s
indolovou $truktrou a prikondenzovanym triazinovym heterocyklom, nazvana cemtirestat (CMTI),
ktora vykazovala nanomolarnu inhibiénu aktivitu vo¢i ALR2.2 Modernym trendom v syntéze liegiv
je vyuzitie bioizostérie. Ide o cielenti zamenu atomov alebo funkénych skupin, pricom sa ocakava
vylepSenie terapeutickych vlastnosti inhibitora. Tymto sposobom sme v nasej vyskumnej skupine
navrhli struktaru kyslikatého derivatu OTI, ktory vykazoval este lepSiu inhibi¢na aktivitu ako
povodny sirny derivat CMTI (Obrazok 1).
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Obrazok 1. Struktiry inhibitorov enzymu ALR2.

Na zéklade S$tidie vztahu medzi Struktirou a reaktivitou (SAR), ako aj pomocou
molekulového modelovania a vysledkov dokingu sme navrhli dal§ie 4 nové derivaty OTI
s potencialnymi inhibiénymi u¢inkami na ALR2 (Schéma 1). V spoluprici s UEF SAV budu
v blizkej dobe otestované na enzyme ALR2 izolovanom z potkanich SoSoviek a neskor aj na

Pudskom ald6zareduktaza enzgyme AKRIBI a stanovi sa ich inhibi¢na aktivita.

1 R R
. NaH Yi /

[ N-NH DMF (abs)., NN N-N
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Schéma 1. Skratena reakéna schéma syntézy Styroch novych N-alkylovanych derivatov OTIL.

Mojou ulohou v projekte bola optimalizacia reakénych podmienok na pripravu cielovych

zlugenin OTI (A-D). Jednotlivé kroky syntézy budi diskutované v prezentacii.
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Introduction

Compared to other initiating systems of atom transfer radical polymerization (ATRP), the
photoinduced one (photoATRP) is one of the most attractive. It is environmentally benign due to
avoiding of additional chemicals, the low catalyst concentrations and mild radiation sources with
excellent control over polymerization. Furthermore, the reaction can be stopped and recommenced
simply by switching on or off the radiation source.! PhotoATRP system was reported for the first
time by Yagci and co-workers.> Mosnacek and co-workers reported recently the photoinduced
ATRP of both acrylic and methacrylic monomers without photoinitiators and with ppm amounts of
Cu catalysts.®>* He also contributed for further optimization of photoATRP to be conducted in
presence of limited amount of oxygen, what is very important factor from the industrial point of
view.+8

As in all other ATRP methods, the rate of polymerization in photoATRP depends also on the
rate of radical generation, i.e. rate of reduction of Cu". This can be adjusted by varying light
intensity, irradiation wavelength, and the concentration and ratio of Cu and ligand.” It is worth
mentioning that the reaction can proceed fast and with no induction period even when excess of
high expensive ligands is partially replaced by cheap tertiary amines.®

Tulipalin A (a-methylene-y-butyrolactone - MBL) is a naturally occurring monomer, which can be
extracted from tulips. With a two polymerization sites, MBL has succefully been co/polymerized
using different polymerization techniques including ATRP.2 However, there is no report on
polymerization using ATRP techniques using low catalyst concentrations so far. Here we report the
first preparation of a well-defined homopolymer of MBL using photoATRP.

Conclusion

Well defined homopolymers and block copolymers from renewable monomer a-methylene-y
butyrolactone (MBL) were prepared using photochemically induced atom transfer radical
polymerization (photoATRP) in the presence of only 50— 200 ppm of copper catalyst without the
requirement of air removal from the polymerization mixture. The effect of solvent type and volume,
ligand-to-copper ratio, catalyst concentration, ligand type, and the possible partial replacement of an
expensive ligand with cheap simple amines, were investigated. The livingness of the oxygen-
tolerant photoATRP system was investigated by chain extension polymerization and the
possibility to prepare block copolymers by chain extension of PMBL-Br macroinitiator with methyl
methacrylate (MMA) as well as by chain extension of PMMA-Br macroinitiator with PMBL block
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was studied. It was shown that a concentration of catalyst as low as 50 ppm is sufficient to provide
good control over the molecular characteristics and kinetics.

Keywords: photopolymerization, functional polymer, well-defined polymer, renewable monomer.
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The design of molecular switches offers a huge challenge in the development of novel materials
for information storage at the molecular level. Synthetic photoswitches, such as azobenzenes, are
continually being improved and optimized as demand for molecular switches is increasing.[1]
Previous research in our group indentified interesting macrocyclic diazene switches with axially
chiral binaphthalene unit interconected with four-atomic acrylamide-bridge (-CH=CHCONH-) 1 or
three-atomic urea-bridge (-NHCONH-) 2 (Figure 1).[2]

HN 0]
YA QT ¢ EJLEKIN
N
Co{ « CoY U
2

Figure 1: Structures of previously prepared and studied binaphthalene/diazene switches in our research
group.

In this project, we attempt to synthesize and characterize an analogous new diazene switch 3
based of where the binaphthalene and diazene moieties are bridged via a three-atomic bridge -
OCONH-. Scheme 1 demonstrates the synthetic route toward the desired diazene chiroptical switch

1.
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Scheme 1: Synthesis of macrocyclic chiroptical switch 1.
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Binol 5 was prepared by the oxidative coupling reaction of 2-naphthol (4) in the presence
of FeCl; according Vogel’s procedure [3] and isolated after re-crystallization from toluene in 55%
yield. After lots of effort and different reaction set-ups, the nitro derivative 7 was synthesized by
reaction of diol 5 and isocyanate 6 by refluxing in dry toluene. The bisurethane 7 was purified by
washing with CuSO,4.5H,0 and isolated as yellow solid in 66% yield. Other reaction conditions or
work-up set-up resulted in hydrolysis of the starting isocyanate 6 to urea side product 10 (Scheme
2), while product 7 was isolated only up to 8% yield.

VoW N S S e
—_— —
o= " 1+ G LI L,
9

6
Scheme 2: Side reaction of isocyanate 4 in presence of moisture.

Since the urethane bond in 7 is sensitive to acidic conditions, the functionalization to amino
derivative 8 was achieved by mild reduction in ethanol using iron powder/NH4Cl. Compound 8 was
isolated in 35% yield after extraction. The macrocyclization procedure of diamine 8 is being tested
using high dilution technique to synthesize the final product 3.
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Uvod

Azometiny s -HC=N- vidzbou znamejsie ako Schiffove bazy st vhodnou alterantivou
k homoaromatickym zli¢enindm vinylénového typu s -C=C- vazbou, ktoré su stale najviac Studované
a vyuzivané ako organické polovodice. Zaujem 0 aromatické a heterocyklické azometiny ako sucasti
optoelektronickych materidlov vzrastol potom, ako boli vo forme polymérneho filmu uspesne
zabudované do fotovoltaického ¢lanku [1]. V stcastnosti sa pozornost’ v rovnakej miere sustred’uje
na vyuzite monomérnych jednotiek azometinového typu ako aj oligo- a polymérov odvodenych od
azometinov v zariadeniach typu svetloemitujiice diody a solarne cely [2]. Ich vyhodou oproti
vinylénovym derivatom je nenaro¢na syntéza spocivajuca len v kondenzacii aminov s prislusnymi
aldehydmi, kym vznik -C=C- vazby sa riadi viacstupfiovymi syntetickymi protokolmi vratane kapling
reakcii [3]. V nasom aktualnom vyskume, ktorého Cast’ je prezentovand v tejto praci, sme sa zamerali
na syntézu a charakterizaciu malej skupiny azometinov 3a-Cc obsahujucich tiofén ako centralnu
jednotku (Obrazok 1). Zlu€eniny boli zvolené ako chromofory u ktorych sa predpoklada dierova
vodivost’ a ktoré mozu slizit' ako vzorové typy pri naslednom dizajne podobnych derivatov pre
konkrétne aplikacie (displeje, fotovoltaické ¢lanky). Okrem syntézy st popisané ich fyzikalno-
chemické vlastnosti predovsetkym absorpéné spektra a energie hrani¢nych molekulovych orbitalov
(HOMO a LUMO), na zéaklade ktorych sa organické zluc¢eniny definuji ako organické polovodice
a rozdel'uju na vodice dier alebo elektronov (p- a. n-typy). Naproti n-typom (elektronové vodice, -)
st p-typy (dierové vodice, +) l'ahSie dostupné, napriklad jeden zo Standardov poly-3-hexyltiofén
(P3HT) je bezne dostupny pod kataldogovym cislom CAS:156074-98-5. Vzhladom na to, Ze
kla¢ovym stupiiom v procese prenosu naboja v zariadeniach so zabudovanymi organickymi
polovodi¢mi je rekombinécia dier a elektronov na rozhrani vrstiev (Obrazok 2) je vyskum novych
typov organickych polovodicov s dierovou vodivostou (p, +) stale atraktivny.

N= N
) S
=N
3a;R=-CHz
3b: R =-CgHy,
RO 3c: R =-CyoHps

Obréazok 1. Struktira azometinov 3a-C prezentovanych v tejto praci.
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Obrazok 2. Pracovny princip zariadeni obsahujuce organické polovodice.
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Experimentilna ¢ast’

Komer¢ne dostupné chemikalie a materialy boli pouzité bez nasledného Cistenia. UV-Vis spektra
zltigenin 3a-c boli merané na UV-Schimadzu spektrofotometri v roztoku acetonitrilu (¢ = 1.10°
mol.dm™®) anasledne fluorescenéné spektra pri maximach vlnovych dizok pri tych istych
koncentraciach na pristroji FluoroLog Horiba. Infracervené spektra sa merali ATR technikou na
pristroji typu Agilent Cary. Vodikové a uhlikové NMR spektra sa merali v roztoku deuterovaného
chloroformu (CDCls) s tetrametylsilanom (TMS) ako internym $tandardom na pristroji VARIAN
Unity pri pracovnej frekvencii 400 MHz (*H NMR) a 100 MHz (:*C NMR) a spracovavané pomocou
softvéru MestreC pricom vysledné spektra st uvadzané v skéle parts per milion (8/ppm). Energie
hraniénych molekulovych orbitalov (Enomo /eV a ELumo /eV) boli ziskané technikou ER-ESI (energy
resolved electron impedance spektroscopy) tak, Ze roztoky vzoriek v chloroforme (1% wt) boli
navrstvené metédou spin-coating na ITO substrate a merané na Pt elektrode voci referencnej
Ag/AgCl komore na Ustave fyziky, Slovenskej Akddémie Vied (SAV) v Bratislave. Experimentalne
ziskané udaje boli porovnané s vypocitanymi (DFT). Zlu€eniny 3a-C boli pripravené kondenzaciou
vychodiskovych aldehydov (pre 3a: p-metoxybenzaldehyd, pre 3b: p-hexyloxybenzaldehyd, pre 3c:
p-dodecyloxybenzaldehyl) s 2,5-diaminotiofén-3,4-dikarbonitrilom v pomere 2.2 : 1.0 vo vricom
etanole za katalyzy P2Os vyuzitim Deanovej-Starkovej aparatiry s kontinudlnym odvodom vody.

Vysledky a diskusia

Syntéza azometinov z vychodiskovych aldehydov a aminov zvy€ajne prebieha v polarnych
rozpustadlach (alkoholy) pri teplote varu za asistencie katalyzatora. Najpouzivanej$imi katalyzatormi
st kyselina p-toluénsulfonova (pTsOH) alebo kyselina octova (AcOH), ktoré zaroven slizia ako
dehydratacné ¢inidla. V naSom pristupe sme syntézu azometinov 3a-C uskutocnili vo vriacom etanole
(78 °C). Reakcie boli katalyzované pomocou P20s, ktorého vyhoda spociva v tom, Ze s vodou tvori
kyselinu polyfosforecni (PPA), ktord reakciu kontinualne katalyzuje, kym nezreagovany P20s
zabezpecuje dehydrataciiu a tym posun rovnovahy v prospech tvorby produktov, ktoré boli ziskané
vo vytazkoch ~50%. Struktira zlugenin bola potvrdena beznymi identifikaénymi metédami vratane
hmotnostnych spektier. Pri ¢isteni produktu 3b kolénovu chromatografiou sa ndm podarilo izolovat’
aj vedlajsi produkt, s nasytenou -[HN-C(OH)H]- vazbou. Hoci v pripade azometinov 3a-c ide
0 nizkomolekulové zlu¢eniny, vSetky vykazuji absorpéné maxima vo viditelnej oblasti (~450 nm).
Experimentalne uréené energie hrani¢nych molekulovych orbitalov referuji hodnoty charakteristické
pre p-typy organické polovodice (Eg = 3,4 — 3,5 eV). Pripravené zli¢eniny na jednej strane nemozno
povazovat' za finalne, vhodné do polovodicovych aplikacii na druhej strane vSak predstavuju
kategoriu derivatov na zaklade ktorych je mozné odvodit a riadit’ dizajn zli¢enin azometinového typu
v prospech tvorby stavebnych jednotiek pre optoelekronické zariadenia.
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Uvod:

Neodlugitelnou stacastou novodobej organickej syntézy je priprava novych
zaujimavych chiralnych latok vo vysokej enantiomérnej Cistote a vysokom vytazku. Neustaly
vyvoj odvetvia syntetickej chémie so sebou taktiez prina$a potrebu modernizécie jednotlivych
vyuzivanych nastrojov a metdd. Aj napriek obrovskej $kdle moznosti pripravy tychto latok,
Coraz Castejie sa zaCina upriamovat’ pozornost na jednoduchost’ navrhnutej syntézy
s vyuzitim komeréne dostupnych latok ako vychodiskovych substratov.

Utinnou stereoselektivnou metédou pripravy enantiomérne &istych chiralnych
zlugenin je krystalizaciou-indukovana asymetricka transformécia (CIAT), ktoré bola v spojeni
s rdznymi reverzibilnymi reakciami podrobne Studovana vyskumnou skupinou doc. Berkesa.
Vd'aka dlhodobému vyskumu doslo tymto procesom k syntéze réznych biologicky aktivnych
latok.1® Vseobecne zname vyhody tejto metddy si viak Gasto konfrontované s naro¢nou
predikciou uspesnosti metédy CIAT, &asovo zdihavou optimalizaciou a neodmyslitelnou
potrebou krystalizacie v priebehu daného procesu. Predkladana praca pontika nové riesenie
nedostatkov metédy CIAT na zéklade pripravy univerzalneho prekurzora ajeho naslednd
transformaciu na rdzne enantiomérne ¢isté a-aminokyseliny a pripravy p-aminoketdnov.
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Vysledky a diskusia:

Na pripravu B-aminoketénov sme zvolili elegantni Mannichovu reakciu. Vzniknuté
zmesi diastereomérov mannichovych béaz boli podrobené metéde CIAT za vzniku
hydrochloridu vo vysokej diastereomérnej ¢istote.

Zaujimavou moZnostou pripravy enantiomérne Cistych a-aminokyselin je syntéza
univerzalneho prekurzora, ktory je nasledne transformovany na rdzne o-amino-y-oxobutanové
kyseliny.

Mannichova reakcia a CIAT:

OJB HzN/’\ 1. Mannichova reakcia 0 Ph
2. CIAT
. XIS S SN
H Hel
HCl CH=0

Hydrochlorid
Q =Alk, Ar, Mannichovej bazy
Het = Furyl, thionyl

Navrhnuté transformacie:

o N

O HN”Ph O HN™ "Ph
. *
COOH COOH
Univerzalny prekurzor Lubovol'na a-amino-y-

oxobutianova kyselina

Schéma ¢&.1: Syntéza diastereomérne &istych B-aminoketonov a enantiomérne &istych a-
aminokyselin.
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Prirodna latka Heterokornol B (1a) bola izolovana v roku 2017 z fermentatného extraktu
morskej huby Pestalotiopsis heterocornis.* Heterokornol B (1a) vykazoval biologicki aktivitu vogi
Styrom typom rakovinovych buniek a vo¢i dvom druhom baktérii. Z tohto dévodu sme sa rozhodli
navrhnut’ a uskuto¢nit’ jeho prvu totalnu syntézu.

OTBDMS

I.RO o
/\)\/\ ILFGI = SAE
N 7 LN S -Tan
OH <|3 o >o OTBDMS OH OH
OH I. RED 4 3 2
II. FGI [¢] OTBDMS  Heck
= . fr— _— f— +
OH 5
OTBDMS > OH OH

o” O

Heterokornol B (1a) 7
@ FGI o
9] pr—
oTf OH

6 5
Schéma 1: Retrosynteticka analyza Heterokornolu B (1a).

Kracovym krokom syntézy, teda Pd katalyzovanym Heck-ovym skrizenym kaplingom triflatu 6
a ochraneného alkéndiolu 4 sme pripravili aromaticky laktén 7. Redukciou jeho karboxylovej
skupiny a naslednou deprotekciou hydroxylovych skupin sme pripravili Heterokornol B (1a).

Aromaticku &ast’ cielovej molekuly sme pripravili z komeréne dostupnej kyseliny 2,6-
dihydroxybenzoovej 5. Ochranenim jej volnych hydroxylovych skupin a naslednou aktivéciou
fenolickej hydroxylovej skupiny sme ziskali triflat 6.2

Pri priprave nenasyteného alkéndiolu 4 sme ako vychodiskovi latku pouzili divinylkarbinol 2.
Chirélne centra v molekule 3 sme vybudovali pomocou Sharpless-ovej asymetrickej epoxidacie.®
Vhodnym vyberom chirdlneho ligandu v Sharpless-ovej asymetrickej epoxidacii a zaradenim
Mitsunobu-ovej inverzie konfigurdcie do sledu reakénych krokov vieme pripravit vsetky Styri
stereoizoméry Heterokornolu B.

L Lei, H.; Lin, X.; Han, L.; Ma, J.; Dong, K.; Wang, X.; Zhong, J.; Ma, Y.; Liu, Y.; Huang, X. Phytochemistry 2017, 142, 51-59.
2 Wiegel, W. K.; Dennis, T. N.; Kang, A. S.; Perry, J. J. P.; Martin, D. B. C. Org. Lett. 2018, 20, 6234-6238.
3 Floreancig, P.; Caplan, S. Angew. Chem. 2018, 130, 48.
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y-Hydroxynorvalin, y-oxonorvalin a norvalin s prirodné neproteinogénne aminokyseliny, ktoré
napriek svojej Strukturnej jednoduchosti disponuju réznorodymi biologickymi G¢inkami, ¢o uz
v minulosti viedlo k vypracovaniu niekol'kych syntetickych §tadii. L-norvalin, ktory je bezne
pouzivany ako vyzivovy doplnok, ma protizapalové uginky® a ako inhibitor arginazy bol nedavno
pouzity na lie¢bu Alzheimerovej choroby?. y-Hydroxynorvalin u T'udi stimuluje sekréciu inzulinu®
a jeho cyklickd forma je sticastou mnohych prirodnych latok a lieciv.

Vsetky tri cielové molekuly maji rovnaky Strukturny skelet a lisia sa len v oxida¢nom stupni na
C-4, preto bolo nasim zamerom na ich pripravu pouzit' spolo¢ny intermediat, ktory je mozné
pripravit’ pomocou krystalizaciou indukovanej asymetrickej transformacie (CIAT) v spojeni s aza-
Michaelovou adiciou na nenasytent kyselinu alebo Mannichovou reakciou z aceténu, kyseliny
glyoxalovej a vhodného chiralneho aminu.

Napriek rozsiahlym skisenostiam, ktoré ma nasa vyskumna skupina s reakciami tohto typu sa
nam vsak dlho nedarilo najst vhodné podmienky pre tito transformaciu* a syntéza dlho zostivala
nevyrieSenym problémom. Az po takmer dvoch dekadach sme identifikovali vhodny chiralny
mediator a podmienky na pripravu intermediatu s vysokou stercoselektivitou, spociatku aza-
Michaelovou a potom aj Mannichovou reakciou, ¢o umoznilo pripravu intermediatu z lacnejsich
a l'ahko dostupnych vychodiskovych latok. Z takto pripraveného aduktu uz bolo nasledne pomerne
jednoduché pripravit’ cielové aminokyseliny.

Podarilo sa nam tak vyvinat’ jednoduchy synteticky postup, ktory umoziuje pripravu uvedenych
latok z lacnych bezne dostupnych reagentov s vysokou stereoselektivitou, je technicky nenaroény
a bez nutnosti Cistenia kolonovou chromatografiou.

OMe NH
« "one-pot" OMe /\/\QOOH
 gramové navazky L-norvalin
* lacné reagenty / 4 kroky, 24% celkovy vytazok
= * excelentna selektivita
HNTN  opez chromatografie H O NH
] X )J\/‘\
> 0 HNTN T——= COOH
CHCly )J\/g y-oxonorvalin
rt, 2 dni \ 2 kroky, 55% celkovy vytazok
df 3372 H AR,
~">cooH

142

syn-y-hydroxynorvalin
5 krokov, 33% celkovy vytazok



21. celoslovenska Studentskd vedeckd konferencia s medzinidrodnou tcastou
6.11.2019, Chémia a technoldgie pre zivot

Pod’akovanie
Tento projekt vznikol s finanénou podporou grantu APVV-16-0258.

Literatara

[1] Ming, X.-F.; Rajapakse, A. G.; Carvas, J. M.; Ruffieux, J.; Yang, Z. BMC Cardiovasc. Disord.
2009, 9, 12.

[2] Polis, B.; Srikanth, K. D.; Gurevich, V.; Gil-Henn, H.; Samson, A. O. Neural Regen. Res. 2019,
14, 1562.

[3] Broca, C.; Manteghetti, M.; Gross, R.; Baissac, Y.; Jacob, M.; Petit, P.; Sauvaire, Y.; Ribes, G. Eur.
J. Pharmacol. 2000, 390 (3), 339-345.

[4] Jakubec, P.; Berkes, D.; Kolarovié, A.; Povazanec, F. Synthesis 2006, 23, 4032.

143



21. celoslovenska Studentskd vedeckd konferencia s medzindrodnou tcastou
6.11.2019, Chémia a technoldgie pre zivot

3-SUBSTIIUOVANE DERIVATY KYSELINY
PYROGLUTAMOVEJ AKO ANTAGONISTI P2X7R

Bc. Lucia Pincekova, doc. Ing. Dusan Berkes, CSc.

FCHPT STU, Radlinského 9, 812 37 Bratislava
xpincekova.lucia@gmail.com

Pretrvavajucim problémom modernej spolo¢nost: je stale sa zvySujuci vyskyt
neurodegenerativnych ochoreni aich obmedzenda moznost liecby. Je znamych viacero
biochemickych spustacov tychio ochoreni. Jednym z nich je aj aktivacia purinergnych P2X7
receptorov. Désledok aktivacie tychto receptorov je produkcia prozapalovych cytokinov (napr.
IL-1B) a nasledna nekroza nervového tkaniva. Syntéza a dizajn antagonistov tychto receptorov
tak moZe mat’ vyznamny dopad na lie¢bu neurodegenerativnych ochoreni.*

Triedu G¢innych antagonistov P2X7R predstavuju amidy kyseliny pyroglutamovej, kde
v pripade GSK 1482160 (1) bola aktivita potvrdena aj v klinickych testoch.? V ostatnych rokoch
boli vyvinuté d’alsie analogy tohto typu, kde autori modulovali afinitu k P2X7R substiticiou
v polohach 1 a4 laktdmového kruhu (2,3).> N-Tienyl derivat (2) v in vivo testoch preukézal
pozitivne vysledky pri akutnom zapale hrubého Creva. 3-Substituované derivaty kyseliny
pyroglutamovej neboli v tomto smere doposial’ testované.

Fakt, ze v naSej vyskumnej skupine bola v ostatnom obdobi vyvinuta efektivha metdda
syntézy enantiomérne &istych 3-aroylpyroglutamovych kyselin (4) # nas viedol k vyuZitiu nagho
»know-how* na pripravu 3-substituovanych analogov GSK1482160 (5) a bicyklickych
derivatov (6).

GSK1482160 (1) (2)
Ar
=0
\ o Ar o
o N =
Lo =
1y O N
o}
\O (4) R (5)

Ako vychodiskové latky st pouzité diastereomérne Cisté y-0xo0-a-aminokyseliny, ktoré boli
pripravené ako produkty aza-Michaelovej adicie v tandeme s kryStalizaciou indukovanej
asymetrickej transformacie (CIAT). Tieto latky boli nasledne pouzité ako chiralne syntony pre
stereoselektivnu  syntézu enantiomérne obohatenych N-chloracetylovanych derivatov,
laktamov a nasledne pripravu finalnych amidov kyseliny pyroglutamove;.
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Uvod

Heterocykly st mimoriadne dblezitou a jedine¢nou skupinou zlucenin; tvoria viac ako polovicu
vSetkych znamych organickych zlucenin a maju Siroké spektrum fyzikalno-chemickych a
biologickych vlastnosti, ktoré pokryvaji rozsiahle spektrum reaktivity. (1)

Heterocykly su v prirode rozsirené a zohravaju dolezitti ulohu v metabolizme, pretoze pyrazolové
aromatické jadro sa nachddza v mnohych prirodnych produktoch vratane vitaminov, horménov,
antibiotik a alkaloidov, ako aj farmaceutickych, agrochemickych a mnohych inych latkach. (2)

Pyrazoly st dobre zndme priklady aromatickych heterocyklov obsahujucich jeden pat'’¢lenny kruh
s dvoma atomami dusika. St délezitou skupinou heterocyklickych zli¢enin, pokryvajicou Siroké
spektrum syntetickych aj prirodnych produktov, ktoré vykazuju nespocéetné mnozstvo chemickych,
biologickych, agrochemickych a farmakologickych vlastnosti. Pyrazolové derivaty predstavuji jednu
z najaktivnejSich tried zlG¢enin, a maju Siroka skalu biologickej aktivity. (3)

Experimentalna ¢ast’

V praci boli pripravované rozne perfluorované 5-aminopyrazoly, ktoré boli nasledne pouzivané
Vv reakciach a pri priprave novych, doposial’ nepopisanych zlucenin.

Perfluorované 5-aminopyrazoly boli pripravené cyklokondenza¢nou reakciou perfluorovaného
fenyl hydrazinu s oxonitrilom, ktory bol vyrabany reakciou aktivovanych alkénov s hydroxil
aminom. Aktivovany alkén bol vyrobeny reakciou dimetylformamidu dimetylacetalu
s acetofenonom. Tato reakcia prebiehala v mikrovinnom reaktore schéma 1.

\
N— NH,OH * HCI N\\ HN /(_‘Q
o -
j’\ Mikrovinny reaktor  \\ KOH F. F HoN /N'N
Ak, ——— — » 5 . —
(D)k Y=o 1hod o Reflux 1 hod. . . F F
F

120°C
300w

Schéma 1 Priprava perfluorovaného 5-aminopyrazolu z komercne dostupnych latok

Dalsi sposob pripravy perfludrovanych-5-aminopyrazolov je vinylovou substitiiciou a naslednou

cyklokondenzaciou pentafludrfenylhydazinu s komeréne dostupnym B-aminokrotonitrilom.
Nasledne boli uskuto¢nené série experimentov, pri ktorych sme pripravovali rozne derivaty

perfluorovanych 5-aminopyrazolov. Uskuto¢nili sa monosubstitiicie amino skupiny pripravenych
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perfluorovanych 5-aminopyrazoloch, ako aj cyklizaéné reakcie pri ktorych vznikal zaujimavy
pyrazolo-azepinovy derivat.

Na vsetkych pripravenych derivatoch bolo nasledne vykonané meranie na biologicku aktivitu
pricom sa pouzili bunky mysacej leukemickej linie L1210. Konkrétne typ S, ktory neexprimimuje P-
glykoprotein. Meranie prebichalo pomocou MTT testu, ktory vyuziva redukciu zlto sfarbeného MTT
na tmavofialovy formazdnovy nerozpustny produkt, ktorého absorbancia sa stanovila
spektrofotometricky pri 540nm pomocou Synergy H1 Microplate Readers.

Vysledky a diskusia
Pri syntéze perfluorovanych 5-aminopyrazolov sme vychadzali z komeréne dostupnych latok ako

napriklad benzaldehyd a B-aminokrotonitril. V praci st prezentované postupy priprav
monosubstituovanych aminopyrazolov s vyuzitim priamej a postupnej (nepriamej) redukénej

aminacie.
Priamej alkylacii N-perfluorfenylom substituovanych analégov 5-aminopyrazolov s vyuzitim
prislusnych halogénderivatov ako napriklad: benzylbromid, benzylchlorid, 5-

(bromometyl)benzo[d][1,3]dioxol atd. nebola venovana pozornost z dovodu vzniku
disubstituovanych a inych neziaducich produktov, alebo komplexnych reakénych zmesi.

Praca bola zamerand na syntézu a skiimanie reaktivity monosubstituovanych perfluérovanych
derivatov 5-aminopyrazolov.

Bolo uskutoénenych mnoho experimentov, pri ktorych sme pripravili 13 zli€enin, z ktorych je 10
doposial’ nepopisanych v dostupnej literature.

V praci bola pripravena zlicenina obsahujuca azepinovy kruh, ktora mala najvyraznejSiu
cytotoxicitu a inhibovala mySacie nadorové bunky uz pri 50uM koncentraciach (viabilita = 21%).
Predpokladame, Zze zavedenim azepinového kruhu doslo k zvySeniu cytotoxicity. Podobny trend
vykazovali aj piperonalové derivaty.

Zaver

Celkovo bolo pripravenych 13 zlacenin z toho bolo 10 novych, doposial’ nepopisanych zlicenin
Vv dostupnej literature. S vyuzitim cyklokondenzacnych reakcii alebo vinylovych substituénych
reakcii, bola vypracovana metodika pripravy N-perfludrfenylom substituovanych 5-aminopyrazolov
Vv multigramovych mnozstvach. Zaroven bola navrhnutd metéda monosubstiticii tychto derivatov
s vyuzitim vodika v nepriamej redukénej aminacii.

Struktary finalnych produktov boli dokazané *H NMR, *3C NMR, °F NMR, HSQC, HMBC, *°F-
18C-HSQC, *F-13C-HMBC spektrami.
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Onkologické ochorenia st v sti¢asnosti druhou najcastejSou pri¢inou umrti. Komplexna liecba je
zalozena na chemoterapii a je hlavnym ukazovatel'om pre klinicka sféru. Popri trvalo udrzatelnom
rozvoji vedy a lekarskej techniky sa na lie€bu tychto pacientov pouzilo uz mnoho modifikovanych a
novych metdd. Niektoré z nich maju relativne dobry terapeuticky Gcinok, ale stale viac ako 50%
nadorov ziskava viacliekovu rezistenciu vo¢i chemoterapeutickym ¢inidlam, ktoré nie su schopné
dosiahnut’ uspokojivé vysledky [1]. Rakovinové bunky si pocas svojho vyvoja formuju vlastnosti,
ktoré si zname ako viacliekova rezistencia (MDR) [2]. Viacliekova rezistencia méze mat’ mnoho
pricin. Jedna z hlavnych foriem rezistencie vo¢i chemoterapii je spajand s pritomnost'ou
molekuldrnych paimp, ktoré aktivne transportuju lieky z bunky. NajcastejSim a zaroven aj
najznamej$im MDR transportérom je P-glykoprotein (P-gp) [3]. Pri nadmernej expresii P-gp sa
protirakovinové lie¢iva transportuju von z bunky. Tento jav spdsobi, ze koncentracia lieCiv v
nadorovych bunkach klesa, a tym zabraiuje lie¢be [4]. Motivaciou je snaha o najdenie takych latok,
ktoré by zabranili alebo asponn zmiernili i¢inok viacliekovej rezistencie. Jednou z najvhodnejSich
skupin latok, ktoré maju tento predpoklad st rastlinné alkaloidy, medzi ktoré patria aj chinolizidinové
derivéty. Rastlinné alkaloidy predstavuju Siroku, ale dobre prestudovant skupinu latok s organickym
dusikom ako heteroatdmom, ktoré sa vyuzivaju pri liecbe mnohych ochoreni. Ich biologicka aktivita
je vel'mi rozmanitd. V sucasnosti sa pozornost’ opat’ upriamuje na fenantrochinolzidiny, nakol’ko je
mechanizmus ich G¢inku velmi dobre znamy a odliSuje sa od mechanizmu ucinku aktualne
pouzivanych lie¢iv [5]. Fenantrochinolizidiny maju mnozZstvo cielov svojej biologickej aktivity. Ich
antiproliferativna aktivita sa spaja so znizenou aktivitou proteinov regulujicich bunkovy cyklus ako
st cyklin a kinazy zavislé na cykline. Iné chinolizidiny su inhibitory DNA topoizomerazy I, ¢o vedie
ku zastaveniu bunkového cyklu v GO/G1 faze [6].

Na naSom pracovisku sme testovali sady novosyntetizovanych organickych
tienochinolizidinovych derivatov a (epi-) benzoanalégov bioaktivnych fenantro-chinolizidinovych
alkaloidov [7]. Tieto latky mali zaujimavé antimikrobialne G¢inky, preto sme sa rozhodli skumat’ aj
ich cytotoxicky efekt na troch variantach bunkovej linie L1210, a to: parentdlna linia citlivd voci
lie¢ivam a neexprimujica P-gp (S) a dve voci lie¢ivam rezistentné P-gp pozitivne linie ziskané bud’
adaptaciou S buniek na vinkristin, alebo transfekciou S buniek l'udskym génom kodujiucim l'udsky P-
gp (T). Do tejto prace sme vybrali dva fenantrochinolizidinové derivaty 11 a 12.

V prvom kroku sme pomocou MTT testu sledovali ich vplyv na viabilitu v§etkych troch variant
bunkovej linie L1210 a stanovili sme aj ich hodnoty ICso. Zo ziskanych vysledkov méZeme povedat,
ze derivat 12 ma vyraznejsi cytotoxicky efekt ako derivat 11. Parentalne S bunky su citlivejSie na oba
derivaty uz pri nizkej koncentracii ako rezistentné varianty R a T bunky. Tieto bunky boli citlivejsie
na uéinok derivatu 12. Sledovanim typu bunkovej smrti sme zistili, ze pri vSetkych troch typoch
buniek so zvySujucou sa koncentraciou derivatov stipa percentualny podiel FAV aj FAV a Pl
pozitivnych buniek. Predpokladame, ze bunky podstupuju apoptotickii bunkova smrt’ vnutornou
drahou. Pomocou zadrzového testu kalceinu-AM sme skumali potencialny inhibi¢ny efekt derivatov
11 a 12 na transportni aktivitu. Zistili sme, Ze jedina uc¢inna koncentracia oboch derivatov bola az
25 pg/ml, avSak ta posobi letalne na vSetky varianty buniek L1210 bez ohl'adu na to, ¢i exprimuju
alebo neexprimuji P-gp. Ako posledné sme sledovali ¢inok oboch derivatov s koncentraciou 5
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pg/ml na zmeny v mitochondridlnom membranovom potencialy. Membranovy mitochondrialny
potencial sluzi ako cenny ukazovatel funkéného stavu buniek. Nami zvolena koncentracia
nepreukazala ziadne vyrazné zmeny oproti kontrole.

Pod’akovanie: Praca bola podporena z projektov: APVV-14-0334 a APVV-15-0303, VEGA
2/0070/19, VEGA 1/0697/18, projektu Vyskumnej agentury ITMS 26230120006 a projektu
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Uvod

Osud bunky zavisi od krehkej rovnovahy metabolitov v bunke. Preto aj koncentracia ceramidov
vbunke musi byt prisne regulovana, kedze ceramidy su vyznamnymi vnutrobunkovymi
signalizaénymi molekulami. Kontroluju rast, diferenciaciu a aj bunkovl smrt’, aje zname, Ze aj
exogénne pridavané ceramidy mozu spustit’ proces bunkovej smrti (1).

Mechanizmy pouZzivané bunkami na obchadzanie cytotoxického u€inku latok st rozmanité (2).
Transportné proteiny zabezpeCujiuce vstup alebo eflux latok ulahcuji pohyb Sirokého spektra
zlGenin cez cytoplazmatickt membranu. Efluxné transportéry st doleZité na udrZzanie bunkovej
homeostazy, a tieZ na detoxikaciu od potencidlne toxickych latok (3).

Efluxné pumpy su transportné proteiny vytlacajuce toxické substraty (vratane prakticky
vsetkych tried klinicky vyznamnych antibiotik ¢i chemoterapeutik) z buniek do vonkajSicho
prostredia. Nachadzajt sa ako v baktériach tak aj v eukaryotickych bunkach (4). Preto P-glykoprotein
patriaci do rodiny ABC-transportérov (ich aktivita je zavisla na vizbe a hydrolyze ATP), mbze hrat’
dolezit Glohu v tom, ¢i bunka prezije zasah exogénne pridavaného ceramidu alebo nie.

Experimentalna ¢ast’

V praci sme pouzili bunky mysacej leukemickej linie L1210, ktora ma tri sublinie. Bunky typu
S —senzitivne aneexprimujuce P-gp, bunky R —rezistentné exprimujuce P-gp abunky
T - transfekované plazmidom nesucim gén pre 'udsky P-gp. Tieto bunky boli vystavované réznym
koncentracidm ceramidov s kratkym acylovym retazcom (C2, C6 a C8) po dobu 2, 4, 6, 18, 24, 48
a 72 hodin. Nasledne bol cytotoxicky u€¢inok merany bud’ pomocou MTT testu alebo sa vykonalo
meranie apoptdzy, nekrézy pomocou prietokového cytometra. Pomocou cytometra bolo vykonané aj
meranie bunkového cyklu a meranie mitochondrialneho potencialu fluorescenénou sondou JC-1.

K vybranym koncentraciam ceramidu sa nasledne pridali rézne koncentracie inhibitorov
enzymov zapojenych do metabolizmu sfingolipidov: fumonizin B1 a N-oleoyletanolamin. Ich
kombinovany u¢inok na bunky bol taktiez testovany pomocou MTT testu. Spolu s ovplyvnenymi
bunkami bola vzdy, za rovnakych podmienok, kultivovana kontrola bez pridanej latky a kontrola
S rozpustadlom.

Vysledky a diskusia
Pre prvé merania sme zvolili koncentracie ceramidu 50 nM, 500 nM a5 uM. V ¢asovych
usekoch 2, 4, 6, 18, 24, 48 a 72 hodin sme pozorovali vplyv ceramidu prostrednictvom merania

apoptozy/nekrozy na cytometri. Ukazalo sa, ze kratSie ¢asové inkubacie maju vyraznejsi vplyv na
viabilitu buniek, avSak zavislost' G¢inku na koncentracii ceramidov nebola signifikantna. Pri
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kultivacii nad 48 hodin sme zaznamenali opédtovny pokles viability buniek, ale ten méze byt
zapri¢ineny dizkou kultivacie a vy&erpanim zdrojov v médiu.

Na zaklade spomenutych vysledkov sme sa rozhodli vyskusat’ opakované pridavanie ceramidu
C2 s koncentraciou 5 uM Kk bunkam vzdy po 18 hodinach kultivacie po dobu 72 h. Celkovo bol
ceramid pridany trikrat, ale ani pri tychto podmienkach sme nezaznamenali vyraznej§i uc¢inok na
prezivanie buniek.

Taktiez sme merali bunkovy cyklus za takych istych podmienok, kde percentualny rozdiel
buniek v G1 faze medzi kontrolou, ¢ize bunkami ktoré neboli ovplyvnené, a bunkami, ktoré boli
ovplyvnené ceramidom C2 bol az 15% pri 72 hodinovej kultivacii. V G1 faze v bunke zacinaju
syntetické procesy. Nachadza sa tu hlavny kontrolny uzol, ktory v pripade nevhodnych podmienok
zastavuje bunkovy cyklus, a preto sa v tejto faze nachadza viac buniek po ovplyvneni ako tych ktoré
sluzili ako kontrola.

Mitochondridlny membranovy potencial sme merali po 24h inkubacii. Ani pri tychto meraniach
sme viak nezaznamenali zavislost’ uginku na koncentracii, ¢i dizke acylového retazca pouzitych
ceramidov

S ohl'adom na predchadzajice vysledky sme sa rozhodli zmenit' rozsah koncentracii na 5 —
15 uM. Koncentracie 12,5 uM pri C6 a C8 a 15 uM pri vSetkych troch pouZitych ceramidoch sposobili
vyrazny pokles viability a bunky dosahovali umrtnost’ cez 80% po 24 hodinach. Nasledne sme
s tymito koncentraciami vykonali MTT test, v ¢asoch 24, 48 a 72 h. Pri vSetkych troch subliniach bol
Cas 24 hodin najucinne;jsi, pri 48 hodinach sa viabilita opatovne mierne zvysila a po 72 hodinach zase
klesla, ¢o koreluje s vysledkami pri niz§ich koncentraciach. Vo vsetkych subliniach je znaény trend
klesajucej viability pri zvySujlcej sa koncentracii ceramidu a najucinne;jsi ceramid je C6 pri vSetkych
troch subliniach naprie¢ vSetkymi ¢asmi.

Nasledne sme sa rozhodli skusit’ kombinaciu ceramidov o koncentracii 5 uM, 7,5 uM a 10 uM,
spolu s inhibitormi fumonizin B1 a NOE o0 koncentracii 1 M a 10 M. Prvé vysledky naznacuju, ze
niz§ia koncentracia fumonizinu Bl je uéinnejiia ako vyssia. Uginok NOE bol v prvotnych
experimentoch nejednoznacény a bude si vyzadovat’ d’alsie Stadium.

Zaver

Nase vysledky ukazali, Ze kratSie pOsobenie exogénnych ceramidov spdsobuje vysSiu
umrtnost’ buniek. Taktiez sme preukézali, Ze ceramid C6 je z tychto troch ceramidov najuéinnejsi.

V d’alsom vyskume sa chceme bliz8ie venovat’ moznosti kombinacie inhibitorov enzymov
zapojenych v metabolizme sfingolipidov a exogénnych ceramidov a charakterizacii najvhodnejsich
podmienok pre aplikaciu exogénnych ceramidov.
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Uvod

Sulfid molybdenicity (MoS>) patri medzi tzv. dichalkogenidy prechodnych kovov (TMDCs). Ide
0 materialy s charakteristickou vrstevnatou Struktirou a unikatnymi fyzikalno-chemickymi
vlastnostami, vd’aka ktorym moézu najst’ uplatnenie v roznych oblastiach ako napr. elektronika,
fotonika, katalyza a nanomedicina [1]. Na vyvoj nanoStruktirovanych preparatov pre diagnostiku
a terapiu sa vySe 10 rokov vyuZiva (okrem iného) grafén, resp. jeho derivaty [2]. Vzhladom na
podobnost’ v morfologii a vlastnostiach sa MoSz (ako aj iné TMDCs) ponuka ako potencialna
alternativa ku grafénu, navySe MoS> nanocastice vykazuju v porovnani s grafénom a jeho derivatmi
mensiu cytotoxicitu, ¢o je zdkladnym predpokladom vyuzitia MoS; v nanomedicine [3,4].

MoS: nanocastice je mozné ziskat' exfoliaciou z kompaktnych MoS> krystalov alebo pripravit’
cielenou syntézou [5]. S cielom zvysit' ich koloidnu stabilitu a biokompatibilitu sa MoS: Castice
kovalentne alebo nekovalentne funkcionalizuju [1,6]. Funkcionalizacia taktieZ umoziiuje rozsirit’
moznosti aplikacie MoS2 nanodastic, z hl'adiska nanomediciny ide 0 mozné vyuZitie v senzoroch pre
biomolekuly (napr. glukéza, kyselina askorbova, dopamin, DNA), diagnostike (zobrazovanie
pomocou CT, MRI, PET) a terapii (fototermalna, fotodynamicka, génova, chemoterapia, resp. ich
kombinacie). Prave nanocastice predstavuji vhodny nastroj ako nosice biologicky aktivnych latok
(napr. chemoterapeutik), pretoze sa vyznacuji velkym pomerom povrchu k svojmu objemu, ¢o
umoziiuje na ne naviazat' znaéné mnozstvo agensu a selektivne ho dopravit’ na miesto urcenia [5].
Zaroven su nanoStruktirované nosice schopné vyhnut' sa odstraneniu oblickami, ¢o zabezpecuje ich
dIhsiu retenciu v krvnom obehu a vzhl'adom na svoju selektivitu poméahaji znizit’ systémovu toxicitu
agensu, ktory nesu [7].

Experimentalna ¢ast’

V ramci prace sme sa venovali priprave konjugatu, ktorého zaklad tvori 2D MoS; nanoplatforma
pripravena exfoliaciou krystalického MoS2 V kvapalnej faze. MoS; nanoplatforma sa dalej
funkcionalizovala pomocou bifunkéného polyetylénglykolu (PEG s kovalentne viazanou kyselinou
lipoovou a biotinom). Na biotin PEGu sme nechali naviazat’ avidin a cez biotin-avidinovy mostik
napokon Anti-CD33 protilatku, ktora sa selektivne viaze na CD33 receptor exprimovany na povrchu
buniek akutnej myeloidnej leukémie (v naSom pripade bunkova linia SKM-1).

Uspesnost’ internalizacie konjugatu prostrednictvom CD33 receptorov sme sledovali laserovou
skenovacou konfokalnou mikroskopiou (CLSM) a Ramanovou konfokalnou mikroskopiou (CRM).
V pripade CLSM sme na vizualizdciu konjugatov vyuzili fluorescenéné farbiva Alexa Fluor™
stabilné v Sirokom rozsahu pH. V ramci analyzy prostrednictvom CRM sme ziskané hyperspektralne

155



21. celoslovenska Studentskd vedeckd konferencia s medzindrodnou tcastou
6.11.2019, Chémia a technoldgie pre zivot

data podrobili najskor odstraneniu signalu pozadia a pripadne aj kozmického ziarenia, nasledne sme
pouzili analyzu hlavnych komponentov na zniZenie rozmernosti a Sumu ziskanych dat. V d’alsom
kroku sme pouzili zhlukovii analyzu k-means na urcenie chemicky podobnych oblasti v skimanom
objekte a ziskanie prisluchajicich Ramanovych spektier.

Vysledky a diskusia

Analyza laserovou skenovacou konfokalnou mikroskopiou preukéazala pritomnost’ fluorescenéne
znacenych konjugatov na povrchu aj vo vnutri buniek. Tato skutoénost’ sme potvrdili aj pomocou
Ramanovej konfokéalnej mikroskopie, pri ktorej sme zaznamenali v bunkach, resp. na ich povrchu
signal prislachajuci MoS. v konjugate. Z uvedeného vyplyva, ze MoS, konjugaty pripravené
uvedenym spdsobom st schopné prenikat’ do testovanych buniek akttnej myeloidnej leukémie
a mohli by v buducnosti sluzit” ako potencialny nosic lie€iv.

Zaver

V ramci prace sa podarilo pripravit’ nanoStruktirovany konjugat na baze MoSz, ktory je schopny
prenikat’ do cielovych buniek.

Pod’akovanie
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Uvod:

Glukozinolaty(GLS) zo Struktarneho hl'adiska patria medzi tioglukozidy a z hl'adiska
vyskytu medzi sekundarne metabolity rastlin ¢el'ade kapustovité. Do tejto celade mozno
zaradit’ rastliny chren, hor€ica, repka olejna, brokolica, zerucha ale aj r6zne pol'né byliny ako
vesnovka obycajna alebo pastierska kapsicka. GLS zodpovedaju za ostru, Stiplavi chut’
tychto rastlin. V rastlinach s pritomné sGcasne s enzymom myrozinadza. V neporusenych
rastlindich sa enzym a substrat (GLS) nachadzaju v roznych ¢astiach rastlinnych buniek.
Avsak ak je rastlinné pletivo narusené prostrednictvom Zuvania, lisovania alebo mletim, obe
tieto zlozky sa spoja a prebehne enzymova reakcia. U¢inkom myrozinazy déjde K preruseniu
tioglukozidovej vizby GLS, ¢im sa vytvori glukdza a aglykonovy medziprodukt, ktory sa
dalej, v zavislosti od reakénych podmienok a pritomnosti d’alSich regulacnych bielkovin,
Stiepi na cela $kalu produktov, najlastejSie izotiokyanaty (ITC) anitrily. ITC maja
chemoprotektivne u€inky proti rakovine a kardiovaskuldarnym ochoreniam. Ich negativnou
vlastnost'ou je ich vel’ka nestabilita.

Praca sa zaoberd optimalizovanim postupu izolacie glukozinolatov zroznych casti
rastliny vesnovky oby¢ajnej, ur¢ovanim obsahu a vytazku glukorafaninu pomocou iénovo-
parovej hydrofilnej interakénej chromatografie (ZIC-HILIC). Dalej vyuzitim izolovanych
GLS na stanovenie myrozinazovej aktivity, na zaklade ktorej je mozné posudit’, ¢i izolované
GLS moézu sluzit’ ako substraty pre modelové rastlinné myrozinazy a sic¢asne zhodnotit’ vplyv
optimalizaénych krokov (vyuzitie aktivneho uhlia pri odstraneni rastlinnych negistt) na
celkové zastipenie a Cistotu glukorafaninu pri extrakcii GLS rastlinného materidlu na
mnozstvo zachytenych glukozinolatov.

Experimentalna ¢ast’:

GLS sa izolovali zo susenych Casti vesnovky obycajnej extrakciou zhomogenizovaného
rastlinného materialu s 80% MeOH. Rastlinné zvysky sa odstranili filtraciou a extrakt rozdelil
na 2 podiely. Prvy podiel sluzil ako kontrola, ktora nebola vystavena pdsobeniu aktivneho
uhlia. Tento podiel sa koncentroval na vakuovej odparke a nasledne &istil na ionexovej koléne
(Sephadex A-25, 8 mL koléna). Do druhého podielu sa za G¢elom odstranenia rastlinnych
necistot pridalo aktivne uhlie, nechalo sa pdosobit’ (cez noc na rotaénej miesacke) a potom sa
oddelilo od extraktu filtraciou cez skladany papierovy filter vloZzeny do Biichnerovho lieviku.
Extrakt sa podobne ako u kontroly koncentroval odparenim rozpustadla na rota¢nej vakuovej
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odparke a nasledne sa GLS v extrakte Cistili ibnovovymennou chromatografiou (Sephadex A-
25, 8 ml koléna), do ktorej sa naniesol koncentrovany extrakt a GLS sa viazali na
dietylaminoetylové funkéné skupiny matrice. Premyvanim kolony réznymi mobilnymi fazami
sa odstranila véc¢sina ne€istot a GLS sa z matrice uvolnili roztokom siranu draselného. Ten sa
z GLS preparatov odstranil premyvanim s etanolom, v ktorom sa ¢ast’ siranu vyprecipitovala.
Vzniknuty precipitat sa oddelil centrifugaciou a supernatant obsahujuci glukozinolaty sa
zakoncentroval pouZitim rotaénej vakuovej odparky a lyofilizicie. Daldim krokom bola
analyza hydrofilnou interakénou chromatografiou Wade et al. [1], kde sa pomocou
vnutorného §tandardu sorbanu draselného kvantifikovalo mnozstvo GLS vo vzorkach.
Poslednym krokom bolo meranie myrozinazovych aktivit pomocou izolovanych GLS ako
substratov reakcie gluk6zovym testom, Vv ktorom sa na stanovenie gluk6zy namiesto substratu
sinigrin pouzili izolované GLS zo semien repky olejnej a Zeruchy siatej .

Vysledky a diskusia:

Experimenty suvisiace s optimalizovanim postupu izolacie GLS z roznych ¢asti rastliny
vesnovky oby¢ajnej boli kI'ai€ovou East'ou merania. Vysledky sumarizujiuce vytazky GLS a
glukorafaninu (GR) st uvedené v tabulke. Z danych vysledkov vyplyva, Ze najviac GLS sa
nam podarilo ziskat’ zo suchych listov a kvetov, pri ktorych bola pouzita preduprava aktivnym
uhlim a najmensie mnoZstvo zo stoniek tychto rastlin.

Pouzita ¢ast’ , o . L
rastliny Predaprava Vytazok GLS | Mnozstvo GR | Vytazok GR
. , . aktivnym uhlim (mg GLS/g fytomasy) (ng GR/mg GLS) (ng GR/g fytomasy)
na izolaciu GLS
suché listy nie 10,9 12,7 138,2
suché listy ano 12,5 25,1 314,2
suché kvety ano 12,0 23,2 278,4
sucha stonka ano 1,4 9,8 13,9

Merania obsahu/mnozstva (GR) pomocu ZIC-HILIC, ukazalo, Ze najvy$sie mnozstvo GR
sa nachadza v kvetoch a listoch vesnovky oby&ajnej. Dalej sa testovala moznost vyuZitia
izolovanych GLS ako substratov pre rastlinné myrozindzy. Z merani myrozinazovej aktivity
vyplyva, ze izolované GLS st Stiepené myrozindzami pochadzajucimi zo Zeruchy siatej
a repky olejne;j.

Zaver:

Vesnovka obycajna sa ukazala ako vhodny zdroj na izolaciu GLS a GR. Najvyssie
zastpenie GR sa identifikovalo v listoch a kvetoch rastliny. Predbezné stanovenia
myrozinazovej aktivity naznacuju, ze GLS izolované mézu sluzit' ako vhodny substrat pre
rastlinné myrozinazy

Pod’akovanie:
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Phenol oxidase enzymes belong to the group of metalloenzymes containing copper atoms in their
active centers. They oxidize a number of aromatic compounds by molecular oxygen [1]. These
enzymes are involved in secondary metabolic activities such as melanin synthesis [2]. The
polymerization reactions of phenol oxidases are related to the changes in cell wall permeability,
intercellular locations and the removal of toxic metabolites [3-4]. In this study, it’s been aimed to
purify the phenol oxidase enzyme using Three Phase Partitioning System. For this purpose, the plant
seed was first germinated in vitro LS (Linsmaier & Skoog) fattening medium. Afterwards, extraction
optimization studies were performed. Accordingly, polyvinylpolypyrrolidone (PVP) was added at a
final concentration of 5, 12.5, 25, 37.5, 50, 62.5, 75 mg/mL to remove the phenolic substances present
in the plant crude extract, and the solution was centrifuged at 14,000xg for 30 min. The supernatant
obtained by centrifugation (at 4°C) was used as crude extract. As a result of activity measurements,
the highest phenol oxidase content was observed in crude extract containing 25 mg/ml PVP.
Subsequently, extraction media were prepared to optimize the extraction medium pH under
conditions ranging from 4.0 to 9.0 and extracts were obtained. When the measured phenol oxidase
activity values were taken into consideration, the highest activity was observed in 100 mM sodium
phosphate buffer pH 7.0. Accordingly, in subsequent extraction trials, plant extract containing 25
mg/ml PVP and pH 7.0 was used. For TPP system, ammonium sulfate concentration, crude extract:
t-butanol ratio and system pH were obitimized. The best phenol oxidase recovery (64,68%) with
a 1,31 fold purification was obtained in the middle phase of TPP system prepared by a crude extract
solution saturated with 55 (w/v) ammonium sulfate at pH 7.0 and 25°C with 1.0:1.0 (v/v) ratio of
crude extract to t-butanol ratio.

Keywords: Phenol oxidase, pH, Ipomoea purpurea, Three-Phase Separation (TPP) System,
Optimization, Purification
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Vzrastajuci pocet jedincov postihnutych nadorovymi ochoreniami je zavaznym problémom
dnesnej doby, preto timy vedcov po celom svete pracuju na vyvoji ucinnych lieciv

V poslednom desatroci bol dosiahnuty vyznamny pokrok vo vyvoji modernych postupov pre
cielent liecbu rakoviny [1]. Pri vyvoji novych lieCiv a lieGebnych postupov sa musia neustéle
vysporiadavat’ s réznymi komplikéciami vznikajiicimi v stvislosti s tymto ochorenim.

Jednym z najzavaznejSich problémov je viacliekova rezistencia (MDR), ktord vznika ako
prirodzeny evoluény proces bunky, na obranu voci rdoznym chemikaliam, ktorym boli bunky
vystavené v priebehu evolucie [2] a je zodpovedna za takmer 90% pripadov zlyhania liecby [3].

Najznamejsi a najlepsie preskimany pdvodca MDR je efluxna pumpa P-glykoprotein (P-gp),
ktory v zdravych bunkach chrani bunky pred hromadenim $kodlivych latok a hra tak dolezitt ulohu
pri udrziavani fyziologickej homeostazy [2].

Nadmerne exprimovany P-gp v rakovinovych bunkdch moéze transportovat’ protirakovinové
lieciva von z bunky a tento jav moze viest’ k zlyhaniu chemoterapie u pacientov a naslednému
zhorSeniu vysledkov liecby [4]. Typickym znakom P-gp je Siroka substratova Specifickost’ k velkym,
ale dobre definovanym skupinam Struktiirne nestvisiacich chemikalii patriacich do skupiny
substratov P-gp [1].

Prirodné rastlinné alkaloidy st zname pre ich Siroku $kalu biologickej aktivity. Chinolizidiny su
zriedkavé, ale ich biologicka aktivita je dobre prestudovand. Prirodné chinolizidiny su metabolity
rastlin. V stcasnosti sa rastlinné alkaloidy opdtovne dostavaju do popredia, nakol'ko vytvaraju
vhodné Struktary, z ktorych su syntetizované nové latky. Tieto by mohli sluzit' ako nové lie¢iva
v modernej medicine. [5].

Na naSom pracovisku boli skiimané viaceré typy derivatov alkaloidov syntetizované na Oddeleni
organickej chémie timom profesora Marchalina. Ukdzalo sa, Ze niektoré maju vyrazné
antimikrobidlne u¢inky a preto sme sa rozhodli v tejto praci sledovat’ ich u¢inok na P-gp pozitivne
a P-gp negativne bunky L1210. Zvolili sme dihydropyridiny, konkrétne znamy a komer¢ne dostupny

inhibitor L-typu vapnikového kanala nifedipin a syntetizovany derivat H.
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Prvy zo sledovanych parametrov bol cytotoxicky ucinok tychto latok. Pomocou MTT testu sme
zistili, Zze nifedipin ma vyrazne silnejsi cytotoxicky efekt v porovnani s derivatom H a S bunky st na
jeho ucinok citlivejsie, ako P-gp pozitivne bunky. Na zaklade skimania ich cytotoxicity sme zvolili
vhodné koncentracie tychto derivatov, ktorych ucinok sme d’alej sledovali prostrednictvom d’alSich
testov. Zo ziskanych tdajov sme stanovili hodnoty ICso.

Dalej sme sa sustredili na typ bunkovej smrti vyvolanej skimanymi latkami. So zvysujucou sa
koncentraciou nifedipinu narastal percentualny podiel FAV aPl pozitivnych buniek, avSak
percentualny podiel nekrotickych buniek sa prili§ nemenil. Podobny trend sme pozorovali aj pri
derivate H. Na zaklade tychto zisteni predpokladame, Ze bunky podstupujii apoptotickt bunkova
smrt’ vnutornou (mitochondridlnou) drédhou.

V ramci prace sme taktiez sledovali, ¢i skimané latky maju schopnost’ inhibovat’ transportnt
aktivitu P-gp. Vyuzili sme na to zadrZovy test kalceinu-AM. V oboch P-gp negativnych typoch
buniek L1210 sme efluxnt aktivitu P-gp zablokovali vysokoG¢innym inhibitorom P-gp. Zo
ziskanych vysledkov je jasné, Ze ani jedna z latok nebola schopna potlacit’ transportnu aktivitu P-gp.

Poslednym $tudovanym parametrom boli zmeny v intracelularnej koncentracii vapenatych ionov
po 48 hodinovom uc¢inku nifedipinu a derivatu H, na ¢o sme vyuzili Specificka fluorescen¢nti sondu
fluo-3, AM, ktora sliZi ako vniitrobunkovy Ca®* indikator. Na zéklade ziskanych vysledkov mézeme
povedat’, ze obe latky so zvySujicou sa koncentraciou spdsobili pokles intracelularnej koncentracie
Ca*.

Pod’akovanie
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Uvod:

Myrozinaza je enzym nachadzajuici sa v rastlinach z ¢elade Brassicaceae v ktorych je sicastou
obranného systému chraniaceho rastliny pred negativnymi Gi¢inkami $kodcov. Tento enzym patri do
skupiny glukozidovych hydroldz. Vynimoc¢nost' tohto enzymu spociva vtom, ze je jedinym
znamym enzymom V prirode, ktory dokaze Stiepit’ tioglykozidova vdzbu. Hoci samotny enzym bol
objaveny uz vroku 1840, detailnejSie informacie o jeho Struktire a katalytickom mechanizme
pochadzaji az z konca 20. storocia z krystalografickych §tudii uskutocnenych na myrozinaze
Z horcice bielej (Sinapis alba)[1]. Myrozindza je homodimérny enzym, v ktorom su obe
podjednotky vzijomne premostené cez Zn?* katién (obrazok 1).

Obrazok 1: 3D $truktira homodiméru myrozinazy zo Sinapis alba. Cerveny krizok v centralnej ¢asti diméru
predstavuje Zn?* ién.

Myrozinaza a jej substraty glukozinolaty, inak velmi stabilné molekuly, sa nachadzaja
V oddelenych ¢astiach rastlinnej bunky [2]. Do kontaktu sa dostanu pri mechanickom poskodeni
rastlinnych buniek a pletiv. Enzymovym Stiepenim substratov vznika viacero reaktivnych
produktov (izotiokyanaty, kyanaty, nitrily atd’.), ktoré sa vyznacuju herbicidnymi, antimikrobnymi
a antioxidacnymi Vvlastnostami. Zaujem vedeckej komunity o glukozinolaty vzrastol v poslednych
desatroCiach zistenim, Ze produkty ich Stiepenia inhibuju vznik a rozvoj niektorych druhov
onkologickych ochoreni [3].

Experimentalna ¢ast’:

Na lzolaciu myrozinaz sa pouzil bezbunkovy homogenat ziskany dezintegraciou napucanych
semien Zeruchy siatej (Lepidium sativum). Pri hladani vhodného postupu &istenia enzymu sa
vyuzili chromatografické metody vyuzivajuce rozdielne separacné principy. Prvou testovanou
metodikou bola afinitnd chromatografia s imobilizovanymi Zn?* iénmi (IMAC). IMAC kolona sa
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ekvilibrovala fosfatovym tlmivym roztokom s pH 7 a0,5M NaCl. Po naviazani bielkovin na
matricu sa bielkoviny vytesnili s NaEDTA. Druhou testovanou metodikou bola ionovymenna
chromatografia. Odskusali sa oba typy ionexov, anex s kvartérnymi aminovymi skupinami a katex
s sulfopropylovymi skupinami. Ionexové kolony boli ekvilibrované s tlmivymi roztokmi v pH
rozsahu od 4 do 9. Ako vytesiiovaci roztok sa pouzil gradient NaCl (0-1M). Frakcie s myrozinazou
sa vyhladavali na zaklade spektrofotometrického stanovenia myrozindzovej aktivity pomocou
sinigrinu (alylglukozinolat, sluzil ako substrat)[4]. Ziskané bielkovinové podiely s myrozinidzovou
aktivitou boli analyzované elektroforézou na polyakrylamidovom géli a zymografiou vyuZivajic
precipiticiu SO4% iénov, uvolnenych z aglykénu pocas Stiepania sinigrinu, sBa?* kationmi.
Lowryho metoda sa vyuzila na stanovenie koncentracie bielkovin.

Zaver a diskusia:

Praca bola zamerand na chromatografickl izolaciu myrozindzy zhrubého bezbunkového
homogenatu napucanych semien L. sativum. Vzhladom k tomu, Ze v Struktire myrozinaz st obe
podjednotky viazané skrz Zn?* idny, prvy experiment sa uskuto¢nil s matricou s imobilizovanymi
Zn?* iénmi. Ukézalo sa, e myrozindza sa na matricu neviaze a vetka sa z kolény vyplavuje
vV mitvom objeme spolu s dal$imi bielkovinami. Pri Separacii bielkovin na anexe sa cast
bielkovinovej frakcii s MYR aktivitou naviazala na matricu ekvilibrovant tlmivymi roztokmi v
rozsahu od pH 6,0 do 8,0 naviazat MYR a nasledne sa ju podarilo vytesnit' roztokom s nizkou
ionovou silou (pri koncentracii NaCl 200 mM). Dalsie merania boli vykonané na iénomeni¢ovej
myrozinazy sa naviazal na matricu pri pH 6,0 a eluoval z nej podobne ako tomu bolo v pripade
anexu pri relativne nizkej koncentracii vytesiiovacieho roztoku NaCl v rozsahu od 100 do 350 mM,
kym mensia ¢ast’ enzymu sa nenaviazal vobec a vyplavila sa v mitvom objeme kolony. Na blizsiu
molekulova charakterizaciu ziskanych bielkovinovych podielov s myrozinazovou aktivitou sa
pouZila elektroforeticka a zymograficka analyza. Analyzovali sa vybrané bielkovinové frakcie s
myrozinazovou aktivitou ziskané z oboch typov ionomeni¢ovych kolon, aj tie, ktoré vysli z kolony
v mitvom objeme a aj tie, ktoré sa zachytili na ionexe. Kym elektroforeogram odhalil, ze pocas
ionexovej chromatografii doslo k ¢iastoénému purifikovaniu enzymu a vysledna proteinova frakcia
obsahuje viacero bielkovin, prekvapujuco zymogramom sa myrozindzova aktivita podarila
detegovat’ iba v pripade bielkovin, ktoré sa neviazali na ionex a eluovali v mftvom objeme. Sucasne
sa touto analyzou potvrdila existencia dimérnej formy myrozinazy.

Pod’akovanie Tento projekt bol finanéne podporeny APVV projektom (APVV-16-0439) a
ITMS26230120009.
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Uvod

V ramci diagnostiky predklinickych Stadii Alzheimerovej demencie si nase sucasné
moznosti limitované — vyuzivaji sa predovsetkym Standardizované testy merajuce kognitivne
schopnosti jednotlivca, ktoré vsak predpokladajii, Ze c¢lovek prichadza k lekarovi s aspon
minimalnymi prejavmi demencie’. Dnes pouzivané lieciva nedokazu zastavit’ nastup Alzheimerovej
demencie ani v jej rannom klinicky detekovatelnom $tadiu. Dokazu predovietkym len zmiernit’
jeho prejavy, aj to len do urgitého asu®. V nasej experimentalnej &innosti je hlavnym néstrojom in
vivo protonova magnetickd spektroskopia, ktord dokdze merat’ koncentracie urgitych
nizkomolekularnych latok v mozgu jedinca neinvazivne a u ¢loveka aj bez potreby uspatia. Okrem
hl'adania MRS biomarkerov véasnych §tadii neurodegeneracie, ktora je podstatou Alzheimerovej
choroby sa snazime testovat’ aj pripadné neuroprotektivne vlastnosti uréitych vytipovanych latok.
Medzi ne patri huperzin A — latka s inhibiénym efektom na acetylcholinesterazu a metformin —
latka so zndmym antidiabetickym Gc¢inkom a schopnost'ou znizovat' tzv. inzulinovil rezistenciu
buniek. Niektori autori predpokladajii spojitost medzi Alzheimerovou demenciou a inzulinovou
rezistenciou, o oznacuju ako tzv. diabetes mellitus tretieho typu®.

Experimentalna ¢ast’

Pri hl'adani MRS biomarkerov vcasnej neurodegeneracie a testovani efektu metforminu
a huperzinu sme pouzili animalny model — potkany Wistar, ktorym sme podkozne aplikovali D-
galaktozu. Je pomerne dlho zname, Ze ak je experimentalnym zvieratam podavana D-galaktéza po
vhodne dlhy &as, v mozgu dochidza k zmenam, ktoré su analogické prirodzenému starnutiu®,
Niektorf autori dokonca hovoria 0 zmenach podobnych Alzheimerovej demencii®.

Merania sa realizovali na 4,7 T magnete s pouZitim dvojkanélovej cievky umiestnenej nad
hlavou potkana. Na lokalizovanii spektroskopiu z hipokampu pokusnych zvierat sme pouzili
sekvenciu SPECIALS. Spektra sme vyhodnocovali softwareom LCModel®.

Vysledky aktualne prezentovanej prace boli ziskané v dvoch samostatnych experimentoch,
pri¢om oba pouzivali vyssie uvedeny D-galaktézovy model neurodegeneracie u potkanov. V oboch
experimentoch sme mali tri skupiny zvierat — kontrolnu, ktorej bol podavany fyziologicky roztok,
dalej skupinu, ktorej sa podavala len D-galaktéza a napokon skupinu, ktorej sa podéavala D-
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galaktdza a lieCivo, teda v prvom experimente huperzin a v druhom metformin. Spektroskopické
merania sa v oboch pripadoch realizovali pred zagatim podavania latok a po ich skonéeni.

Vysledky

V experimente s huperzinom sme pozorovali v parovom teste v galaktézovej skupine
signifikantné zvySenie koncentricie myo-inozitolu. Zmeny v ostatnych metabolitoch v tejto skupine
boli nesignifikantné. V skupine ktorej sa podavala D-galaktéza spolu s huperzinom sa pozorovali
signifikantné zmeny v hladine glutamatu, ktorého koncentracia sa zvysila. Koncentracie ostatnych
metabolitov tejto skupiny sa menili len nesignifikantne.

V experimente, kde sa ako potencialne lieCivo pouzival metformin, sme v galaktdzovej
skupine Vv parovom teste pozorovali podobné zmeny ako vo vySSie uvedenom experimente
s huperzinom — signifikantné zvySenie koncentracie myo-inozitolu, navySe sme videli signifikantné
zvySenie hladiny cholinu, pricom ostatné metabolity zostali bez zmeny. V skupine liecenej
metforminom boli jednotlivé metabolity v parovom teste bez signifikantnej zmeny.

Diskusia a zaver

Z vyssie uvedenych vysledkov je zrejmé, ze funk¢énost nami pouzivaného modelu
potvrdzuje zvySenie myo-inozitolu, ktory sa povazuje za marker zapalu v nervovom systéme. To, Ze
v oboch pripadoch nedoslo k signifikantnému poklesu v koncentracii NAA potvrdzuje, Ze sa jedna
0 ranné §tadia neurodegeneracie, kedy eSte nedochadza k poklesu poctu neurdnov’®. Vzhl'adom na
to, ze v oboch experimentalnych skupinich, kde sa podavalo spolu s D-galaktdzou aj liecivo,
nedoslo k signifikantnej zmene koncentracie myo-inozitolu, mozeme predpokladat, Ze obe latky
mali vo vztahu k neurozapalu protektivny efekt. V experimente s huperzinom, navyse, doslo k
signifikantnym zmenam v koncentracii glutamatu, z ¢oho mézeme predpokladat’, Ze huperzin ako
inhibitor acetylcholinesterazy méze mat’ vplyv aj na neurotransmisiu, ktord nie je sprostredkovana
acetylcholinom.

Zaroven sa obomi experimentmi potvrdil na§ dlhodoby nazor, ze in vivo protonova MRS
méze byt vhodnym nastrojom na diagnostiku rannych $tadii neurodegeneracie a monitorovania
efektu jej liecby.
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Zobrazovanie tkaniv pomocou magnetickej rezonancie (MRI) je nielen neinvazivne so
Sirokymi moznostami vyuzitia v experimentalnej medicine a klinickej praxi, ale r6znorodost
zobrazenia, ¢i uz sa jedna o Strukturalne, difizne, perfuzne alebo angiografické a funkéné obrazy
st nadalej predmetom dalSieho vyvoja a zdokonal'ovania, aby aj v buducnosti poskytli nové
diagnostické a terapeutické moznosti.

Zakladnymi parametrami podiel'ajucimi sa na vzniku rezonanc¢ného signalu su relaxacné ¢asy a
difuzia. Prave moznost’ kvantifikacie difuzie vody v tkanivach je pomerne novou oblastou vyuzitia
neinvazivneho MRI. Difuzne zobrazovanie v jeho najjednoduchsej podobe je uz beznou a
nezastupitelnou sucastou vySetrenia najmi nervovych tkaniv v klinickej medicine. Pokrocilejsie
techniky merania s moznostou neinvazivneho hodnotenia §truktur mensich, nez je rozliSovacia
schopnost’ bezného MR zobrazenia. Difuzia vody v tkanivach je ovplyvnena ich morfologickou
stavbou. Pritomnost’ bunkovych membran a inych Struktir brani vol'nej izotropickej difizii vody.
Pomocou aplikacie vhodnych magnetickych gradientov pocas MR zobrazovania je mozné zvysit
citlivost’ snimania rezonan¢ného signalu na pohyb molektll vody v konkrétnom smere aplikovaného
gradientu.

Pri diftzne vazenom zobrazeni nerového tkaniva je zakladnym zdrojom signalu obmedzena
diftzia vody v priestoroch vymedzenych rovnobezne orientovanymi zvizkami axénov v bielej
hmote a pomerne volnejsia difuzia vody medzi bunkami Sedej hmoty. Zmeny v mikroStruktire
Sedej a bielej hmoty ovplyviiuju aj Brownov pohyb molekul vody a je mozné ich neinvazivne
kvantifikovat. Uz spominanym najjednoduchS§im zobrazenim mikrostrukturdlnych procesov je
difuzne vazené zobrazenie (DWI), ktoré je bezne pouzivané v klinickej humannej medicine.
Koeficient difuzie vody klesé v Sedej hmote postihnutej cytotoxickym edémom, ako aj v loziskach s
obsahom hnisu a v nadoroch s relativne vysokym obsahom buniek.

PokrodilejSiou metédou je zobrazovanie tenzora difuzie (DTI), pri ktorom je diftzia vody
vySetrovana vo viacerych smeroch a ziskané data su matematicky rekonstruované na model diftzie.
Z merani st takto odvodené skalarne veli¢iny charakterizujuce diftiziu vody v zdravych tkanivach a
v tkanivach s réznymi zmenami navodenymi experimentom. Pomocou DTI je mozné hodnotit’
myelinizaciu ax6nov, poSkodenie axénov a opuch tkaniva.

Celkovy pohlad na prepojenia neurénov v nervovom tkanive je umoZneny pomocou
traktografie, ktora vyhladava nervové zvizky v objeme tkaniva za pomoci nameranych tdajov.
Traktografia je vhodna pri vizualizacii priebehu dolezitych nervovych spojeni a kvantifikacii
funkéného poskodenia mozgu pri neurodegeneracii.
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Zobrazenie difuzie pomocou MRI dopliia morfologické a metabolické in vivo $tadie a
poskytuje nam informéacie odvodené z mikrostruktiry tkaniva pomocou neinvazivnej techniky. Na
naSom pracovisku sa zaoberame $tudiom neurodegeneracie na potkanich modeloch. Degenerativne
zmeny v bielej hmote mozgu st okrem sekundarnych prejavov degeneracie Sedej hmoty aj
primarnym procesom, ktoré¢ho prejavy je mozné sledovat’ pomocou zmien difiizie vody.

Na metabolickom modeli neurodegenerativneho ochorenia sme u potkanov Wistar preukazali
pri in vivo meraniach zmeny v difuznych parametroch vody v asociatnom mozgovom trakte
cingule. Merania prebichali v celkovej inhalacnej anestéze izofluranom v 4,7T magnete za pouzitia
objemovej a hlavovej cievky. Udaje ziskané pomocou spin-echo sekvencie s 10 difiznymi smermi
boli rekonstruktované metédou DTI a pouzité na vizualizdciu a lokalizdciu traktov. Meranie
skalarnych veli¢in ako su frakéna anizotropia (FA), stredna difuzivita (MD), radialna difuzivita
(RD) a axialna difuzivita (AD) v oblasti zadného cingula preukazalo $tatisticky vyznamné rozdiely
medzi experimentalnou a kontrolnou skupinou.

In vivo zobrazenie difiizie pomocou MRI je neinvazivnou metédou vhodnou na kvantifikaciu
mikrostrukturalnych zmien bielej hmoty pri modelovani neurodegenerativnych ochoreni na
zvieracom modeli.
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Glykozidové hydrolazy alebo glykozidazy st enzymy, ktoré katalyzuju hydrolyzu
glykozidickych vidzieb za uvolnenia monosacharidov a oligosacharidov s nizSou molekulovou
hmotnost'ou ako vychodiskovy substrat [1]. Tieto enzymy sa vSak mdzu podielat, za uréitych
podmienok, aj na syntéze glykozidickej vizby a to reverznou hydrolytickou reakciou, kedy spéatna
reakcia moze produkovat’ glykozid, alebo transglykozylaénou reakciou [2].

Z hladiska G¢inku na substrat sa rozdel’ujii na exo- a endo- posobiace enzymy. Obe tieto
skupiny enzymov sa podielaju na sérii dolezitych biologickych procesov roznej povahy. M6zu byt
pouzité na hydrolyzu prirodného, na sacharid bohatého materialu za uc¢elom ziskania produktov s
vysokou pridanou hodnotou. Takisto predstavuji velka pomoc pri ziskavani ¢istého prirodného
bioaktivneho materidlu poskytujuceho vhodnu $pecifickost’ vd’aka pouzitym enzymom a rovnako
dolezity prinos maju pri priprave priemyselne vyznamnych glykozidov, ktoré sa pouzivaju napriklad
ako povrchovo aktivne latky, potravinarske farbivd a ochucovadld, sladidld, antioxidanty, ako
protizapalové, protinadorové , antibiotické a antifungalne lie¢iva [1].

Osobitnou kategoriou z hladiska aplikacii st mikrobialne B—-N-acetylhex6zaminidazy
patriace do skupiny 20 glykozidovych hydrolaz. Tato skupina formuje najpoCetnej$iu a najviac
preskiimanu skupinu zlozenti z mnohych zdokumentovanych prokaryotickych aj eukaryotickych
zastupcov [3]. Vynikajucimi producentami B-N-acetylhex6zaminidaz st vlaknité huby, najmi tie z
rodu Penicillium sp. Fungalne 8-N-acetylhex6zaminidazy st extracelularne indukovatel'né enzymy s
mnohymi biotechnologickymi aplikdciami [4]. V kombindcii s chitindzou sa uéinne aplikuju pri
hydrolyze substratov bohatych na chitin za uéelom ziskavania N-acetyl-B-D-gluk6zaminu [5] a pri
priemyselne dblezitom procese rozkladu chitinovych odpadov z mékkySov. Potencialne vyuzitie si
nasli aj v pol'nohospodarstve ako biokontrolné ¢inidla fytopatogénnych hub, d’alej sa pouzivaju ako
uzitoény prostriedok na objasnenie Struktir funkcii glykolipidov a glykoproteinov a v organickej
chémii na pripravu synteticky naroénych oligosacharidovych $truktur [6].

Ciel'om prace bol skrining aktivity hex6zaminidaz u vytipovanych kmenov vlaknitych hiib zo
zbierky kultr mikroorganizmov Ustavu biotechnolégie FChPT STU s naslednou izoléciou a
purifikaciou enzymu za Gc¢elom jeho charakterizacie z hl'adiska pH a teplotného profilu, kinetickych
parametrov katalyzovanych reakcii a testovania netradi¢nych substratov.
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Hexd6zaminidazy su enzymy, ktorych hlavnou tlohou je Stiepenie glykozidovej vazby v
hexézaminidoch. Okrem toho vynikaji vyznamnou transglykozyla¢nou aktivitou, ktora sa vyuziva
pri syntéze bioaktivnych sacharidov a glykomimetik. V sicasnosti je im venovana znacna
pozornost’ najméd kvéli ich implikéacii v Fudskej fyzioldgii a ochoreniach (Slamova a kol., 2010).
V prirode su Siroko distribuované, no z praktického hl'adiska sa vyuziva najmé produkcia tychto
extracelularnych enzymov vlaknitymi hubami. Ukazalo sa, ze vlaknité huby su vybornymi
producentmi extracelularnych B-N-acetylhex6zaminidaz ato najmd druhy rodov Aspergillus
a Penicillium. Vacsina vlaknitych hib produkuje B-N-acetylhex6zaminidazy extracelularne do
kultiva¢ného média. Vzhl'adom k tejto skuto¢nosti sa daju F'ahko izolovat’ a purifikovat. Zvysenie
mnozstva produkovanej B-N-acetylhex6zaminidazy sa da dosiahnut’ optimalizaciou kultiva¢nych
podmienok.

Praca je konkrétne zamerana na sledovanie moznosti zvySenia produkcie hex6zaminidaz
u vlaknitych hib Penicillium sp. modifikaciou kultivaénych podmienok. Cielom bolo posudenie
vplyvu induktora na aktivitu hex6zaminidaz pri¢om bolo sledované viacero parametrov v tejto
oblasti. Induktor je latka, ktora zabezpeCuje syntézu indukovateného enzymu, jeho pridavkom
dochadza kzvySeniu mnozstva extracelularne produkovanych fB-N-acetylhex6zaminidaz
(Scigelova, M., 1999). Okrem toho bola pozornost’ venovana aj hodnote pH kultivatného média.
Boli uréené optimalne podmienky pre kultivaciu mikroorganizmov s ciefom ziskat’ maximalnu
enzymovu aktivitu (Garajova, N., 2019). Kultivacia vlaknitych hub oby¢ajne prebieha 10-13 dni.
Optimalizaciou parametrov kultivacie v tejto praci sa nam podarilo zvy$itt maximalnu aktivitu
hexdzaminidaz v kultivatnom médiu a zaroven skratit’ ¢as kultivacie na 8 dni.

Enzymy boli nasledne izolované a purifikované ¢im sa zvysila stabilita enzymu a preparat bol
uskladnovany pri teplote 4°C minimélne 6 mesiacov bez straty enzymovej aktivity.
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Uvod

Candida utilis, znama aj vd’aka svojmu GRAS (Generally Recognised As Safe) statusu, je uz
dlhu dobu pouzivana na produkciu heterologickych proteinov. Tieto proteiny mozu byt sekretované
do média alebo produkované intracelularne [1, 2]. Produkcia ale nie je mozna, pokial cielovy gén,
ktory kéduje vybrany protein nemd spravne fungujdci promoétor [3]. Nase laboratorium sa preto
rozhodlo upravit’ maltdzovy promator, ktory bude mat’ minimalizovani katabolick represiu. Tento
obojsmerny promotor sa nachadza medzi génmi kodujicimi maltazu a malt6zo-permeézu. V ramci
tohto lokusu sa tu nachadza este trans-pdsobiaci aktivator, ktory pdsobi prave na tento promator [4].

Experimentalna ¢ast’

Konstrukcia plazmidu pMZ2

Chromozomalnu DNA z C. utilis sme si vyizolovali cez kit Qiagen DNeasy® Blood &
Tissue Kit (Qiagene). Cast génu his3 sme si namnozili pouZitim primermerov His3TTKasl
a His3RTTNotl a pouzitim vyizolovanej chromozomalnej DNA. PCR produkt a plazmid pGHZ-d3-
EcoNI sme §tiepili restrikénymi endonukleazami Notl a Kasl (New England Biolabs). Plazmidovy
vektor sme defosforylovali po Stiepeni Shrimp alkalickou fosfatézou (New England Biolabs).
Prislu$né fragmenty boli vyextrahované z gélu pomocou kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
(Machery-Nagel) a ligovalné T4 DNA ligazou (New England Biolabs). Bunky E. coli XL1 Blue
boli touto ligaciou transformované a selektovali sa na LB médiu s pridanim zeocinu (Invitrogen).
Po narasteni transformantov sme plazmidovi DNA izolovali cez QlAprep Spin® Miniprep Kit
(Qiagene) a overili restrikénou a sekvena¢nou analyzou.

Konstrukceia plazmidu pPA11

Pri konstrukcii plazmidu pPA11 sme postupovali analogicky s malymi obmenami, namiesto
primeru His3RTTNotl sme pouzili primer His3RTTSall. Produkt po PCR reakcii a vektor pPAH-
loxP sme Stiepili restrikénymi endonukledzami Kasl a Sall (New England Biolabs). Vektor sme
defosforylovali po Sstiepeni Shrimp alkalickou fosfatdizou (New England Biolabs). Prislusné
fragmenty boli vyextrahované z gélu pomocou kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Machery-
Nagel) a ligovalné T4 DNA ligazou (New England Biolabs). Bunky E. coli XL1 Blue boli touto
ligaciou transformované a selektovali sa na LB médiu s pridanim zeocinu (Invitrogen). Po narasteni
transformantov sme plazmidovi DNA izolovali cez QlAprep Spin® Miniprep Kit (Qiagene) a
overili restrikénou a sekvena¢nou analyzou.

Konstrukcia plazmidov pMZ11, pMZ12 a pMZ13
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Plazmidy pMZ2 apGHZ-d3-Mutl, pGHZ-d3-Mut2 apGHZ-d3-Mut3 sme stiepili
restrikénymi endonukledzami Notl a Kasl (New England Biolabs) a defosforylovali Shrimp
alkalickou fosfatdizou (New England Biolabs). Prislusné fragmenty boli vyextrahované z gélu
pomocou kitu NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Machery-Nagel) a ligovalné T4 DNA ligazou
(New England Biolabs). Bunky E. coli XL1 Blue boli touto ligaciou transformované a selektovali sa
na LB médiu s pridanim zeocinu (Invitrogen). Po narasteni transformantov sme plazmidovi DNA
izolovali cez QIAprep Spin® Miniprep Kit (Qiagene) a overili restrikénou a sekvenaénou analyzou.

Vysledky a diskusia

Plazmid pMZ2 sa nam podarilo Gispe$ne vytvorit', ¢o sme overili restrikénou aj sekvena¢nou
analyzou. Tento plazmid bude kIGCovy pri vytvarani mutacnej kniznice. Pri vytvarani tohto
plazmidu sme pridavali za gén his3 jeho transkripény terminator (TT), pretoze predoslymi
experimentami sme zistili, ze je pre naSu pracu nevyhnutny. Vdaka plazmidu pMZ2 ndm bolo
umoznené vytvorenie plazmidov pMZ11, pMZ12 apMZ13. Plazmid pMZ13 ma v promoétore
PGLC vykonané mutéacie na miestach, ktoré boli urcené in silico analyzou ako vdzobné miesta pre
Migl represorovy protein. V tomto plazmide si mutované obe miesta, na ktoré sa moze Migl
viazat'. Plazmidy pMZ11 a pMZ12 maju mutované na rozdiel od pMZ13 vzdy len jedno miesto.

Uspesne sme vytvorili aj plazmid pPA11, do ktorého sme taktiez pridavali transkripény
terminator za his3 gén. TT tu ma rovnakd UGlohu ako pri plazmide pMZ2. Tento plazmid bude
neskorsie sluzit' na mutagenézu MAL aktivatora, pretoZze obsahuje gén pre MAL aktivator. MAL
aktivator arovnako aj MAL permeédza budi mutované v tom pripade, ak mutacie na prométore
nebudu mat’ dostato¢ny impakt. Taktiez bude sluzit’ ako vektor pri vytvarani plazmidu pPA21,
ktory obsahuje namiesto MAL aktivatora MAL permeazu. Jednou z d’alSich rozdielnych vlastnosti
v plazmidoch pPA11 a pPA21 od plazmidov pMZ2, pMZ11, pMZ12 a pMZ13 je to, Ze obsahuju
rezistenciu na antibiotikum zeocin, ktory je ohrani¢eny loxP miestami. Tieto miesta nam neskorSie
umoznia rezistenciu na zeocin odstranit’ cre rekombinéazou.

Tieto plazmidy nam pomodzu skonstruovat taky promotor, ktory bude ¢o najmenej
ovplyviiovany katabolickou represiou a zaroven bude aj dostatocne silny.

Zaver

Ciele, ktoré sme si stanovili v tejto préci sa ndm podarilo uspesne splnit. Uspesne sme
vytvorili plazmidy pMZ2, pMZ13 a pPA1l. V dalsej praci budeme vytvarat' plazmid pPA21 pre
mutagenézu MAL permeazy. Tieto plazmidy budeme transformovat’ do buniek C. utilis, kde
budeme vidiet’ impakt mutécii na prométor — jeho ovplyvnitelnost’ katabolickou represiou a jeho
silu.
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Prevencia a lie¢ba rakoviny predstavuje v stcasnosti jednu z najviacésich vyziev
modernej mediciny. Izotiokyanaty su latky s potencialne protirakovinovymi ucinkami,
ktoré vznikaju pri poruSeni rastlinného pletiva. Tento obranny mechanizmus je typicky pre
rastliny z ¢elade Brassicaceae, ktorym slizi na ochranu pred bylinozravcami [1].
Zarad’ujeme sem zluceniny ako sulforafan alebo erucin, ktoré st inak zname ako hor¢i¢ny
olej [2][3]. Izotiokyanaty vznikaju reakciou, ktora vyzaduje ako katalyzator enzym
myrozinaza a glukozinolatovy substrat, akym je napriklad sinigrin, glukorafanin alebo
glukoerucin [4]. Myrozinaza je jedind znama S-glykozidaza zo skupiny hydrolaz, ktoré st
typické Stiepenim zlozitych Struktir za pritomnosti vody [5]. Aktivitu tohto enzymu je
mozné mnohonasobne zvysit' pridavkom kyseliny askorbovej do reakénej zmesi [6].
Ciel'om vyskumov je najst sposob, ako produkovat’ izotiokyanaty v dostatocne velkom
mnozstve a za prijatelnii cenu. Nakolko sa vSak Vv prirode vyskytuji len Vv stopovych
mnozstvach, ich izolacia z rastlin je neefektivna. Z toho dévodu sa ako vhodnejsi sposob
javi ich priprava pomocou rekombinantne pripravenej myrozinazy, ktory je potrebny pre
produkciu izotiokyanatov. Na expresiu génu TGG1 z Arabidopsis thaliana, ktory je
zodpovedny za produkciu myrozinazy, je vhodnym expresnym systémom Pichia pastoris.
Tato metylotrofna kvasinka je schopna mnohych posttranslaénych modifikacii ako je
spravne skladanie proteinov, tvorba disulfidovej vidzby alebo glykozylacie. Vyhodou je tieZ
sekrécia proteinov do média, ¢o zna¢ne zjednodusuje proces izolacie [7].

Tato praca bola zamerand na rekombinantni produkciu a charakterizaciu
myrozinazy z Arabidopsis thaliana. Myrozinaza bola rekombinantne produkovana v Pichia
pastoris. Boli uréené optimalne reakéné podmienky pre rozklad substratu sinigrinu
a optimalna koncentracia kyseliny askorbovej pre maximalnu aktivaciu myrozinazy. Bol
sledovany vplyv roznych koncentracii ZnSO4 v kultivaénom médiu na aktivitu myrozinazy.
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Uvod

Yarrowia lipolytica je dimorfna, nepatogénna kvasinka, ktord sa vyskytuje najmi v
prostredi s hydrofébnymi substratmi, ako si mlie¢ne a olejnaté substraty [1]. Patri medzi
tukotvorné kvasinky, ¢o znamena, ze si dokaze akumulovat’ lipidy az na uroven 50% jej suchej
vahy [2]. Vd'aka tymto vlastnostiam ma Siroké vyuzitie vo farmaceutickom, potravinarskom a
biotechnologickom priemysle. Y. lipolytica ma $tyri acyltransferazy (LRO1, ARE1, DGALI a
DGA2), ktoré su zapojené do formovania triacylglycerolov alebo esterov sterolov [3]. Syntéza
triacylglycerolov sa uskuto¢iuje tzv. Kennedyho drahou, ktora je oznacovana aj ako G3P dréha,
ked’ze vychodzim substratom je glycerol-3-fosfat [4]. Ten je premienani na diacylglycerol,
ktory moze d’alej pokracovat’ v acyl-CoA zavislej reakcii alebo v acyl-CoA nezavislej reakcii
za vzniku triacylglycerolu. Vzniknuté triacylglyceroly st transportované do Specialnych
organel bunky tzv. lipidickych partikul a slizia najmé na uskladnenie molekul mastnych kyselin
pre energetické vyuzitie. Jednym z katalyzatorov acyl-CoA zavislej reakcie je diacylglycerol
acyltransferaza 2, kodovana génom DGA2. Tato acyltransferdza vykazuje vyraznt
acyltransferazovu aktivitu, ale nevykazuje ziadnu sterol esterifikaénu aktivitu. DGA2 patri do
DGAT]I rodiny génov, ktora tvori oddelent vetvu od ACAT pribuznych enzymov so sterol
acyltransferazovou aktivitou [5]. Y. lipolytica ma dve diacylglycerol acyltransferazy (DGAI,
DGA2), ktoré vykonavaji rovnaky krok v syntéze triacylglycerolov. Doposial’ nebol zisteny
dovod pritomnosti dvoch diacylglycerol acyltransferdz s rovnakou funkciou v tejto kvasinke,
ale je pravdepodobné, Ze zabezpecujii zaclenovanie inych typov mastnych kyselin do
diacylglycerolového retazca. Preto cielom tejto prace bolo overit’ substratovi Specificitu
proteinu (Dga2p) kédovaného DGA2 génom.

Experimentalna ¢ast’

Prvé Cast’ prace bola zamerand na konStrukciu kmena, ktory by bol vhodny na analyzu
$pecificity tohto enzymu. V tejto praci sme UspeSne skonStruovali prototrofny kmen s
oznadenim YL39, ktory bol odvodeny od kmena Q4 (Adgal, Adga2, Alrol, Aarel) s vloZzenou
jednou koépiou génu DGA2 ako jedinou funkénou acyltransferazou pod kontrolou TEF
prométora a deléciou génu MFE1, ¢im sme zabranili degradacii mastnych kyselin pomocou f
— oxidacie. Tento kmen sme kultivovali v médiach s pridavkom réznych mastnych kyselin a
nasledne analyzovali zastiipenie mastnych kyselin v jednotlivych lipidickych $truktarach.

Vysledky a diskusia

Z vysledkov analyzy sme zistili, ze Dga2p vykazuje vyrazni S$pecificitu voci kyseline
olejovej, ktora mala velké zastipenie v triacylglyceroloch a navyse zostavala len v malom
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mnozstve vo forme vol'nej mastnej kyseliny. Dga2p takisto vykazoval preferenciu voci kyseline
palmitolejovej, ktorda sa v bunkach nachadzala len vo forme triacylglycerolov. Obsah
nasytenych foriem tychto mastnych kyselin bol sice v triacylglyceroloch vysoky, ale kyselina
stearova a palmitova ostavala hlavne vo svojej voI'nej forme. Mastné kyseliny s po¢tom uhlikov
20 a 22 boli Dga2p inkorporované do triacylglycerolov minimalne. V tejto praci sa nam
podarilo zistit, e Dga2p vykazuje substratovi $pecificitu vo¢i mastnym kyselinam s dizkou
retazca 16 a 18 uhlikov, hlavne ich mononenasytenym formam. Naopak mastné kyseliny s
poctom uhlikov 20 a 22 do triacylglycerolov inkorporovat’ nedokaze, alebo je tato inkorporacia
minimalna.

Zaver

Y. lipolylitica spolu s ostatnymi tukotvornymi kvasinkami ma vel’ky potencial v produkecii
mikrobialnych olejov, ktorych hlavnou zlozkou su triacylglyceroly (80 - 90%) [6]. Mikrobialne
oleje mozu d’alej sluzit’ pre vyrobu biopaliv, ako je napriklad bionafta. Bionafty su metylestery
mastnych kyselin pochadzajiice z obnovitelnych zdrojov lipidov. Tieto paliva st dobrymi
alternativami fosilnych paliv, pretoze st obnovitel'né, biologicky odburateI'né, netoxické a maji
vynikajuci bod vzplanutia [7]. Zlozenie mastnych kyselin v triacylgyceroloch z hl'adiska
potencialu pre vyrobu bionafty vplyva na vysledné vlastnosti biopaliva a preto poznanie
Specificity enzymu dga2p zhcastiiujiiceho sa syntézy triacylglycerolov moéze mat velka
aplikdciu v priemysle.
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Uvod

Staphylococcus epidermidis patri medzi najproblematickejSie patogény v nemocniénych
zariadeniach a patri medzi hlavné pri¢iny chronickych infekcii spojenych s tvorbou biofilmu.
Tvorba biofilmu ako aj produkcia toxinov je u stafylokokov pod kontrolou systému medzibunkovej
komunikacie — Quorum senssing (QS) [1]. S rasticim zaujmom o $tadium fyziologie a patogenézy,
mechanizmu QS, tvorby biofilmu a najmi ich potencidlnych inhibitorov a antimikrobialnych latok,
ktoré¢ by mohli nahradit' antibiotikd u MRSA a MRSE kmenov, je potreba vytvarania G¢innych
reportérovych nastrojov [2].

Zatial’ existuje len pomerne malo prac vyuzivajucich reportérové kmene pripravené metdédami
molekularnej bioldgie, obsahujucich plazmidy pod kontrolou prométorov mechanizmu Agr QS,
sliziacich na monitoring mechanizmov maturacie a disperzie biofilmu [3].

Problémom je samotna transformécia stafylokokov, z dévodu pritomnosti dvoch zo Styroch
znamych restrikéno-modifikacnych (RM) systémov braniacich bunky stafylokokov transformovat’
plazmidovou DNA z E.coli. Okrem silnych RM systémov je problémom aj samotna bunkova stena
kmena Staphylococcus. Bunkova stena obsahuje hrubu vrstvu peptidoglykanu ¢o znemoZiuje
transformaciu kmenov alebo izolaciu DNA ¢i RNA [4].

Cielom tohto projektu bola optimalizacia jednotlivych krokov potrebnych pri transformacii
grampozitivnych baktérii, optimalizicia izolacie plazmidovej DNA a konsStrukcia plazmidu
pTE10_pC194-P3Gfp, za Gelom pripravy reportérového kmena Staphylococcus epidermidis
RP62a. Takto vytvoreny reportérovy kmefn bude lacnou metddou pre dalsie $tadium mozZnych
inhibitorov QS a tvorby biofilmu, ktoré by z ¢asti mohli nahradit’ drahé¢ metody ako HPLC,
MALDI-TOF MS, Western blot, gRT-PCR a d’alsie.

Experimentalna ¢ast’
PCR amplifikaciou sme ziskali oblast’ nami $tudovaného promotora agrP3 S. epidermidis 1557

a GFP reportérovy gén z plazmidu pJK-100-GFP. Kazetu P3Gfp sme nasledne vkladali pomocou
klonovania do nami vytvoreného shuttle plazmidu pTE10 pC194, ktory obsahuje pociatok
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replikdcie pC194, vhodny pre replikaciu v G pozitivnych baktériach. Poslednym krokom bola
vymena erytromycinovej rezistencie klonovanim cez tupé konce za chloramfenikol, nakolko
cielovy kmen S. epidermidis RP62a sa ukazal ako rezistetny na erytromycin. VSetky vlozené
inzerty sme overovali na elektroforéze, pomocou PCR, kontrolnym S$tiepenim a sekvenovanim.
Vytvorili sme tak cielovy plazmid pTE10 pC194-P3Gfp, vhodny na transformaciu do kmetia S.
epidermidis RP62a. Pri optimalizacii transformacie sme postupovali podl'a dostupnych protokolov
pre transforméciu Gram pozitivnych baktérii, pricom boli upravované jednotlivé parametre.

Vysledky a diskusia

Pociatok replikacie pre Gram negativne baktérie nie je vhodny pre spravnu replikaciu plazmidu
v Gram pozitivnych baktériach, ¢o by stazovalo naslednu izolaciu rekombinantnych plazmidov z
kmenov S. epidermidis. Pomocou navrhnutych primerov Sacll-F a Notl-R so sekvenciami pre
restrikéné miesta Sacll a Notl sme si pomocou PCR a optimalizovaného teplotného programu
naamplifikovali stafylokokovy pociatok replikacie plazmidu pC194. Vzniknuty fragment ori-pC194
sme klonovali cez restrikéné miesta do vektora pTE10 v kmeni E. coli DH5a.

Kmene stafylokokov s promoétorom agrP3 v kombindcii s génom pre GFP alebo YFP su
vhodnymi flurescenénymi reportérovymi kmeiimi na hladanie novych anti-QS inhibitorov. Na
tvorbu reportérovej kazety sme si naamplifikovali samotny promoétor P3 agr lokusu z klinického
kmena S. epidermidis 1557 a GFP fragment sme ziskali amplifikaciou useku plazmidu pJK100-
GFP, ktory sme pouzili ako templat. Néasledne sme oba fragmenty spojili pomocou fiznej PCR s
optimalizovanym teplotnym programom ¢im sme ziskali cielovl reportérovu kazetu agrP3-GFP,
ktoru sme klonovali do vytvoreného shuttle plazmidu pTE10_pC194. Plazmid sme transformovali
do kmena E. coli DH5a pomocou elektroporacie.

V poslednej ¢asti konstrukcie plazmidu sme vymenili povodny erytromycinovy selekény marker
plazmidu pTE10 za chloramfenikolovy. Gén pre rezistenciu sme vkladali pomocou klonovania na
tupo aplazmid sme transformovali pomocou chemoporacie. Rekombinantné plazmidy boli
selektované na prislu$nom antibiotiku a overené pomocou PCR a kontrolného $tiepenia.

V druhej casti projektu sme optimalizovali samotnt transformaciu Gram pozitivnych baktérii.
Testovali sme dostupné protokoly pre Gram pozitivne baktérie aupravovali sme jednotlivé
parametre, ako typ média pri transformadcii, nastavenie elektropora¢ného pristroja, typ média
vhodného na selekciu po transformacii a typ pouzitej kyvety. Pomocou optimalizacie sme dokazali
zvy§it’ G¢innost’ transformdcie pri priprave reportérového kmena S. epidermidis RP62a.

Zaver

V praci sme vytvorili shuttle plazmid pTE10 pCl4 pre spravnu replikaciu a izolaciu
cielovych plazmidov obsahujuci skonStruovanu reportérova kazetu agrP3-GFP na tvorbu
reportérového kmena S. epidermidis RP62a. Rovnako sme optimalizovali transformaény protokol
pre kmen Staphylococcus, ¢o pomoze pri priprave reportérového kmetia vhodného na lacnu a rychlu
analyzu potencialnych inhibitorov QS a biofilmu.
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Uvod

Vyuzitie E. coli na produkciu rekombinantnych proteinov je zndme najmi pre svoje vyhody
nizkej ceny, kratkeho generacného Casu a najmé pre vysoké vytazky proteinov. Problémom pri
produkcii rekombinantnych proteinov v E. coli vSak méZe byt rozpustnost’, pretoze niektoré proteiny
st nerozpustné a agreguji v inkliznych telieskach. Proteiny produkované v inkliznych telieskach su
viacsinou biologicky neaktivne. Niekedy je moZné previest agregovany material na nativny,
biologicky aktivny protein, tento proces je v8ak ¢asovo naro¢ny, nakladny a ma neisty vysledok [1].

V stcasnosti Sa vyuziva niekol’ko moznosti ako obist’ tvorbu inkluznych teliesok. Prvy
pristup je zmena kultivatnych podmienok ato najmi zniZenie teploty a zniZenie koncentracie
induktora, ¢im dochadza k spomaleniu translécie a podpore Ziadaného skladania. Dalsim moznym
pristupom je vyuZit' vrodent schopnost’ ur¢itych proteinov napr. maltéza viazuceho proteinu (MBP)
zvysit rozpustnost’ ich fiznych partnerov nachylnych na agregaciu [2].

Cielom prace bolo skumanie vplyvu MBP na rozpustnost’ proteinu produkovaného v E.coli
v porovnani s intaktnou formou bez MBP. Ako model boli pouZité proteiny, o ktorych bolo zname,
ze su v intaktnej forme nerozpustné.

Experimentalna ¢ast’

Na produkciu rekombinantnych proteinov boli pouzité bunky E. coli BL21 (DE3) s plazmidom
PET28b s vklonovanym génom pre $tudovany protein a s plazmidom pET28b s vklonovanym génom
pre Studovany protein zfizovany s MBP. Ziskané bunky boli nasledne mechanicky disrupované.
Z cytosolickych extraktov obsahujucich proteiny s MBP boli gravitacnou afinitnou chromatografiou
uskutoc¢nenej na matrici s amylézou ziskané fuzne formy proteinov. Metddou Nanodrop bola
stanovena koncentracia proteinov. Flzne proteiny boli Stiepené TEV protedzou v hmotnostnych
pomeroch 20:1, 50:1 a 100:1 cez noc 16 hodin pri 4°C. Protein-MBP bol zaroven purifikovany
afinitnou chromatografiou na matrici obsahujucej nikelnaté iony, kde bola zaroven odstiepena
histidinova kotva. Nasledne boli porovnavané aktivity enzymu s 6xhis, enzym-MBP, enzym-
MBP/TEV a enzym bez 6xhis, ktora bola merana spektrofotometricky na UV-VIS spektrofotometri
meranim priebehu reakcie.

Vysledky a diskusia:

Z nameranych hodndt ODeoo 0dberov v jednotlivych ¢asoch pocas kultivacie boli zostrojené
rastové krivky. Z rastovych kriviek E. coli produkujtcich intaktné a fizne proteiny vyplyva, Ze bunky
produkujuce fuzne proteiny rastli do mierne vyssich optickych hustot, pravdepodobne z dovodu
pridavku glukézy do LB média. Mnozstvo naprodukovanych proteinov na konci indukcie nebol
vyrazne vys$$i u fuznych proteinov s MBP ako u intaktnych proteinov.
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Z vysledkov vplyvu MBP na rozpustnost’ proteinov vyplyva, ze MBP ma vyrazny vplyv na
rozpustnost. V pripade vSetkych Studovanych proteinov sa potvrdilo, ze fuzny protein bol
rozpustnejsi ako jeho intaktna forma.

Modelové fuzne proteiny obsahovali v sebe Stiepiace miesto pre TEV protedzu. Z vysledkov
prace vyplyva, Ze optimalny Stiepny pomer je individualny pre kazdy skimany protein.

Nasledne bol skimany vplyv MBP na aktivitu enzymu. Najvyssiu aktivitu vSak vykazuje intaktny
protein. Kazdym procesovanim proteinu doslo k poklesu jeho aktivity. Experimentom bolo zistené,
ze MBP protein nebrani aktivite, ale dosahuje niz§iu aktivitu ako intaktna forma proteinu.

Pod’akovanie
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Uvod

Vibrio natriegens je rychlo rastuca, nepatogénna gram-negativna baktéria, zaujimava
predovsetkym vdaka extrémne kratkej generacnej dobe (<10 min) [1]. V. natriegens méa ambiciu
stat’ sa novou hostitel'skou platformou, ktora bude zaujimava predovsetkym z pohladu extrémne
rychleho prirastku biomasy a silného proteosyntetikého aparatu, ¢o je vyhodné prave z pohladu
efektivnej produkcie roznych rekombinantnych proteinov [2].

Vysoka uroven proteosyntézy vSak v niektorych pripadoch méze byt kontraproduktivna,
predovsetkym z pohl'adu tvorby nesolubilného produktu. Prave z tohto pohladu sme sa rozhodli
zamerat' okrem intracelularnej produkcie aj na alternativu v podobe produkcie rekombinantnych
proteinov u V. natriegens do rastového média. Tento pristup poskytuje viaceré vyhody ako
nepritomnost’ intracelularnych proteaz, vhodnejSie podmienky pre spravne poskladanie proteinu,
zjednodu$enie down-stream procesov a s tym spojené znizenie celkovych nakladov pri purifikacii.

V uvedenej praci sme sa venovali intracelularnej a rovnako extracelularnej produkcii
Pudského rastového horménu (hGH) do rastového média s vyuzitim aktivneho transportu na baze
signalnej sekvencie $pecifickej pre enzym sacharazu (lev) u V. natriegens. V d’al$ej Casti sme sa
zamerali na vylepSenie pasivneho trasportu, ktory eventualne zabezpeci lepSie uvoltiovanie po

prvom kroku translokacie cielového proteinu.

Experimantalna ¢ast’

Prvym krokom prace bola konstrukcia plazmidovych vektrov na baze plazmidu pJK100, na
ktorom sa nachadza gén pre hGH. Konstrukt pre intracelularnu produkciu hGH (vo fuzii s
tioredoxinom) neobsahoval Ziadnu signalnu sekvenciu. Konstrukty pre extracelularnu produkciu
obsahovali nativnu signalnu sekvenciu (lev), respektive modifikované sekvencie lev. Pri pasivnom

transporte sme pripravili plazmidové konStrukty na baze plazmidu pRRSFDuet, kde sme
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naklonovali gény pre $pecifické enzymy (D-alanyl-alanin karboxypeptidazy), ktoré sa zaSastiiujt
pri maturdcii a stabilizacii peptidoglykdnu a bunkovej steny. Nadexpresiou jednotlivych
konstruktov v kmeni V. natriegens Vmax sme ziskali vzorky proteinu (hGH) z extracelularnej aj

intracelularnej frakcie, ktoré sme nasledne analyzovali na SDS-PAGE a Western blote.

Vysledky a diskusia

Vysledkom intracelularnej produkcie v alternativnom hostitel'ovi V. natriegens bol vytazok
198,48 mg/l Trx-hGH s cistotou 76,6 %, resp. 37,91 mg/l hGH s Cistotou 94,0 %. Kazdopadne
pocas purifikaéného procesu doslo ku vyznamnym stratam v koneénom vytazku hGH. Straty boli
sposobené v dosledku viacerych faktorov ako nelplné odstiepenie Trx (71%) alebo viaceré
zaradené kroky purifikdcie na dosiahnutie Co najvysSej Cistoty proteinu. NavySe znacnd cCast’
exprimované proteinu aj napriek optimalizaénym krokom zostala v nesobubilnej frakcii. Z pohl'adu
prvotnych analyz sa ako jedna z alternativnych moznosti ukazuje extracelularna produkcia do
média. Signalna sekvencia Lev (odvodend zo signalnej sekvencie enzymu sacharazy vyskytujiceho
sa u V. natriegens) je zaujimavy kandidat pre nasmerovanie proteinu do extracelularneho priestoru
bunky (SecB draha). Druhy pristup navySenia pasivneho transportu oslabenim bunkovej steny sa

ukazal pri prvotnych experimentoch ako sl'ubny pre d’alie analyzy.

Zaver
V préci sme uspesne implementovali V. natriegens ako alternativnu hostitel'ski platformu

pre intracelularnu produkciu hGH. Rovnako sme vyskusali alternativny pristup extracelularnej
produkcie (aktivny aj pasivny transport), ktory by mohol odstranit’ spomenuté problémy pri

klasickom produk¢nom pristupe.
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Behavioralna ekonémia v sebe spaja poznatky z psycholégie,sociol6gie a ekonémie a odpoveda
nam na otazky tykajuce sa I'udského spravania, ktoré pred jej vznikom nevedeli byt zodpovedané,
pretoZe bezna ekondmia vychadza z predpokladu, Ze ¢lovek kona racionélne. Podstatou behavioralnej
ekondmie je pravy opak a to, ze ¢lovek sa v uréitych situaciach rozhoduje a kond iracionalne. Vsetci
obcas robime nelogické rozhodnutia, ale ¢aro behavioralnej ekonomie tkvie v tom, ze vdaka nej
vieme predpovedat’ toto iracionalne spravanie a Vyuzit' ho vo svoj prospech.

Jednym z poprednych odbornikov na aplikaciu modernej behavioralnej ekonémie je psychol6g
Dan Ariely, ktory zhrnul svoje dlhoroéné pozorovania a vyskumy v knihdch Aké drahé je zadarmo
a Ako klameme ostatnych aj sami seba, kde popisal viacero principov, podla ktorych sa spravame
iracionalne v kazdodenom Zivote.

Uplatnenie behavioralnej ekonémie mozeme najst’ vo viacerych oblastiach od byrokracie az po
marketingové kampane, kde méze byt obrovskym prinosom, ale aj zneuZit4d Vv neprospech
obyvatel'stva.

Jednym z prikladov ako sa daju principy behaviordlnej ekonomie vyuZit' v praxi je pripad z
Velkej Britanie, kde mali problém s platenim Gétov za odvoz smeti. Jednotlivé trady sa rozhodli
vyuzit’ behavioralnu ekonémiu nato, aby zniZili poéet 'udi, ktori plati uéty za odvoz s oneskorenim.
Vyuzili nato princip socialneho potvrdenia a to tak, Ze na uéty za odvoz pridali vetu S pribliznym
znenim ,,80% obyvatelov Velkej Britanie plati iiéty na cas. ““. Touto vetou uplatnili princip socialneho
potvrdenia, ktory hovori o tom, Ze chceme patrit’ medzi vacsinu l'udi takzvane nevybocovat’ z davu
a podarilo sa im znizit’ poCet oneskorenych neplaticov [1].

Na Slovensku sa behavioralnej ekondémii za¢ina venovat’ oraz vicsia pozornost’ a jej praktické
aplikacie zaCinaju byt postupne viditeI'né. Prva spolo¢nost’, ktora na Slovensku zacala poskytovat’
poradenstvo v tejto oblasti je Mindworx. S.r.0.. V priebehu roka 2017 pocas dna narcisov pomohli
Lige proti rakovine vyzbierat’ o 55 % viac penazi darovanych pomocou SMS spravy v porovnani
s predoslymi rokmi len tym, Ze zmenili znenie SMS spravy, ktora je kazdoroéne rozposielana v tento
defi. V tomto pripade, bol aplikovany princip ,,reciprocity®, ktory je opisovany aj v knihe Aké drahé
je zadarmo od Dana Arielyho. Zakladom tohto principu je predpoklad, Ze ked’ ¢lovek spravi nieco
pre toho druhého, druhy ¢lovek bude mat’ v budicnosti tendenciu mu to opétovat. Spolo¢nost’
Mindworx Sikovne aplikovala tento princip do znenia SMS spravy a to tym, ze namiesto predo§lého
znenia ,,Prispejte na ligu proti rakovine...“ preformulovala znenie spravy na ,,Ak by ste boli v nidzi
— pomohli by sme aj Vam. Vy moZete pomoct uz dnes..., kde prvotne ukazali, ze si ochotni spravit’
nie¢o pre druhého ¢loveka a az potom poZziadat’ o nie¢o naspit’ [2].

Tieto priklady aplikacie behavioralne ekondmie, ¢i uz na Slovensku alebo v zahrani¢i st dobrym
dokazom toho, ako behavioralna ekonomia méze byt vyuzita na dobré tiéely a byt’ nastrojom, ktory
mobze pomdct’. Niekedy len mald zmena slovosledu moze urobit’ vel’ky rozdiel.
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Myslim si, ze vyuzitie behavioralnej ekondomie na Slovensku zacina byt’ ¢o raz viac viditeI'nym
hlavne v sikromnom sektore a marketingu a vidim tu vel’ky potencidl aj zo strany Statu a jeho
instittcii vyuzit’ ju tiez vo svoj prospech a v prospech jeho obyvatel'ov.
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Uvod

Slovensko celi popri demografickej krize aj velkému tniku mozgov. Podla registra
zdravotnych poist'ovni klesol pocet I'udi zijucich na Slovensku za poslednych 15 rokov o 300 tisic,
¢o predstavuje priblizne 5 % obyvatel'stva. Podl'a udajov za rovnaké obdobie ma viac ako polovica
odchadzajacich menej ako 30 rokov.. Z konéiacich vysokoskolskych Studentov odchadza do
zahranicia priblizne kazdy desiaty, ¢o predstavuje odchod investicie $tatu do vzdelania vo vyske 44,8
mil. eur. Existuje mnoho faktorov posobiacich na mobilitu pracovnej sily v rdmei regionu, v ktorom
jednotlivei alebo skupina migruje. Uz koncom 19. storo¢ia Ernst Ravenstein rozdelil tieto faktory na
tahové a tlakové a na ich zaklade rozvijal tedriu predikcie migraénych procesov. Predstava
existencie tlakovych a tahovych faktorov je platna dodnes. Kazdodenne si mnoho Eur6panov kladie
otazku migraéného charakteru. Co ale sposobuje tieto myslienky? Pre¢o Eurdpania nie st spokojni s
prostredim, v ktorom vychovavaju svoje deti a kde buduji svoju kariéru? Vsetky tieto uvahy
bezpochyby suvisiaca s preferenénym usporiadanim miest, kde tito jednotlivei pdsobia. Samotny
proces migracie obnasa aj vel'a inych nakladov. Preto je tento proces zlozitou interakciou sirokého
spektra faktorov.

Experimentalna cast’

Slovensko sa spolu s Madarskom a Pol'skom v dnes$nej dobe radi ku krajinam, ktorych
emigratné toky st vzhladom na pocet obyvatel'stva najsilnejSie. Slovaci emigruju hlavne do
susednej Ceskej republiky, s ktorou mala Slovenskéa republika uzatvorené bilaterdlne dohody o
moznosti pristupu slovenskych obcanov na ¢esky pracovny trh uz pred rozsirenim Europskej unie. V
maji roku 2005 pracovalo na tizemi Ceska 60 000 ob&anov slovenskej narodnosti, v Mad’arsku to
bolo okolo 20 000 obcanov. Koncom roku 2005 sa pocet Slovakov pracujucich v clenskych
krajinach Eurdpskej tnie vysplhal na 150 000. Najviac I'udi, ktori cestuju za pracou je v ekonomicky
slabsich regionoch. Aby nedoslo v dosledku pracovnej migracie ku krize slovenského trhu je dolezité
zvysit' zaujem 0 predmetnt problematiku ako aj zlepsit' informovanost’ na vsetkych drovniach
spolo¢enského zivota. Trvala migracia nespdsobuje len nedostatok kvalifikovanych pracovnikov v
Slovenskej republike, zaroven prispieva tiez k poklesu demografickych ukazovatelov.
ZnepokojujucejSou Castou je vsak pesimizmus budicich absolventov, z ktorych si sotva necela
Stvrtina mysli, Ze sa v najblizsej buducnosti dokaZe uplatnit’ na trhu prace v Slovenskej republike.
Prave preto by sa malo hladiet’ pri tvorbe spoluprac s investormi a novych pracovnych pozicii i na
to, aké pracovné miesta st obyvatel'om vlastne pontkané a nakolko $truktira domaceho trhu prace
zodpoveda vzdelanostnej, ¢i vekovej struktire domaceho obyvatel'stva. Mal by byt zabezpeceny
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dostatok pracovnych miest pre absolventov v SirSom spektre oblasti a pozicii, t.j. aby bolo, laicky
povedané, zastupenych ¢o najviac sfér a aby naslo uplatnenie ¢o najviac rozliénych $tudijnych
odborov.

Vysledky a diskusia

Pohl'ad na migraciu vysokoskolskych Studentov ako na ,,unik mozgov* je v diskusii 0
odchode a navrate pritomny aj v medialnom diskurze. Korupciu, klientelizmus, kvalitu vzdelania a
zivotni Uroven uvadzaju ako hlavné dovody, pre ktoré Slovaci odchadzaju Studovat’ a zit do
zahrani¢ia. Do prieskumu organizacie LEAF, z ktorého tieto tvrdenia vychadzaju sa v roku 2016
zapojilo 5 665 Slovakov zijicich v 86 krajinach sveta. Podl'a tohto prieskumu st vysokoskolaci
navratu nakloneni viac ako ti, ktori st uz zamestnani alebo podnikajii. Na migraciu $tudentov zo
Slovenska za vysoko$kolskym $tidiom do zahranicia je z pohl'adu Slovenska nazerané najcastejsie
perspektivou tniku mozgov. Tento postup nepocita S navratom, odchod Studentov vidi ako Cistl
stratu. Relevantnost’ tohto pristupu ukazuje aj vyskum Brain Drain 2014, podl'a ktorého sa do dvoch
rokov po ukonCeni svojho zahrani¢ného S$tidia domov vratilo len priblizne 39% Studentov.
Opodstatnenost’ tohto pohladu potvrdzuje aj vysoky profit Ceskej Republiky zo slovenskych
Studentov vypoéitany vo vyskume z CR. Stcasne sa dost’ velka &ast’ tudentov zo zahraniéia vracia
spat’ na Slovensko a preto je relevantny aj druhy pristup. Druhy pristup interpretuje migraciu za
Stidiom ako stratégiu strednych a vysSich tried. V situdcii rozSirujucej sa dostupnosti
vysokoskolského vzdelania rodiny s vysokym kultarnym kapitalom vysielaji svoje deti za $tidiom
do zahranicia, aby si ich potomkovia aj nad’alej udrzali symbolické odlisenie na trhu prace v podobe
vzdelania z prestiznej$ej zahrani¢nej $koly.

Zaver

Zahrani¢nej migracii by sa dalo vyhnat, ak by sa zvysila $anca, Ze 'udia budi moct’
vykonavat’ pracu, na ktoru st kvalifikovani za mzdu porovnatel'nt s okolitymi $tatmi na danej
pozicii. Snad’ d’alSou vel’kou motivaciou pre obyvatel'ov SR by bola v tomto smere vyssia mzdova
vysokoskolska prémia oproti pracovnikom so stredoSkolskym vzdelanim. Tym by sa prispelo k
budovaniu vzdelanej spolo¢nosti, ktora by raz azda mohla dostihnat’ ekonomicky vyspelejsie $taty,
namiesto toho, aby pre ne bola len pritazlivym zdrojom lacnej pracovnej sily. Predchadzali by tomu
vysSie naroky na vysokoskolskych Studentov, aby bolo ich neskorsie finan¢né ohodnotenie
adekvatne ich schopnostiam a vedomostiam.
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Uvod

Na presadzovanie strategickych marketingovych zamerov sa vyuZzivalo a vyuziva mnoho
réznych ¢innosti, postupov, metdd a podobne. V polovici minulého storoéia ich kanad’an Jerome
McCarty zoskupil do Styroch relativne oddelenych skupin, ktoré prezentoval ako nastroje
marketingu. Nazval ich ,,4 P — podrl'a anglickych slov Product, Price, Place, Promotion. Naéstroj
Product (vyrobok alebo sluzba) moZzno chapat’ ako sibor ¢innosti spojenych s navrhovanim,
vyvojom, produkciou, spracovanim, vyhotovenim, oznacenim vyrobkov, sluzieb a inych
nalezitosti pontikanych na trh. Price (cena) je subor cinnosti zameranych na urcovanie
a prispdsobovanie cien produktov, sluzieb atd’. Place (miesto, umiestnenie produktu) je sibor
¢innosti spojenych s distribiiciou tovaru (produktov, sluzieb atd’.) od vyrobcu ¢i poskytovatela
sluzieb k zakaznikovi. A posledny nastroj Promotion je suborom c¢innosti zameranych na
propagac¢nu podporu produktov, sluzieb. Tieto Styri nastroje sa povazuju za zakladni kostru
marketingu.

Experimentalna ¢ast’

Pri praci na projekte som sa dozvedela, ze marketingovy mix sklada zo Styroch zloZiek (4P):

e Product (produkt) - produkt a jeho vlastnosti z hladiska zakaznika - kvalita,
spolahlivost, znacka, dizajn, zaruka, servis a d’al§ie sluzby apod.

e Price (cena) - cena tovaru a celkova cenova politika podniku.

o Place (distribu¢né cesty) - spdsoby distribtcie produktu od jeho vyrobcu ku koneénému
zakaznikovi.

e Promotion (propagacia) - spésoby propagacie produktu.

Ucelom tohto prispevku bolo nastudovat’ marketingovy mix a realizovat’ ho na priklade pre
vybrany podnik spolo¢nosti, konkrétne spolo¢nost Volvo Cars. Porovnali sme spoloénost’
s inymi rovnako slavnymi znackami automobilov. Pocas prace som sa dozvedela, ako
zamestnanci riadia bezpecnost’ vozidiel Volvo, ¢o urcuje cenovu politiku na trhu a samozrejme,
aky druh reklamy pouzivaju na taky rychly rast, pretoze v poslednych rokoch sa ich predaj
niekolkokrat zvysil.

Zaver

Dnes je Volvo jednou z najznamejsich a najuznavanejSich automobilovych znaciek na svete.
Volvo Cars (Product) predava svoje auta v priblizne 100 krajinach.

Pri porovnavani automobilov Volvo s automobilmi inych nemenej znamych znaciek sa
$védska spolo¢nost’ javi ako pomerne dostupna aj z hl'adiska ceny (Price).

Ustredie spolognosti Volvo, vyvoj produktov, marketing a administrativne funkcie su
sustredené v Goteborgu. Sidlo spoloénosti Volvo Cars v Cine sa nachadza v Sanghaji (Place).
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Stratégia ,,Volvo Way to Market* pontika Gplne novy pristup k vyuzivaniu nastrojov na
propagaciu vozidiel Volvo zameranych na koncového pouzivatela (Promotion).

Marketingovy mix 4P je jednym z najddlezitejSich zdkladov marketingové
stratégie organizicie v ramci konania marketingu a predaja. V praxi parametre mixu 4P sa
nastavuju vzdy az po vykonani segmentacie, targetingu a positioningu.
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Ekonomicka sféra rozoznava dva zakladné myslienkové smery zaoberajuce sa spdsobom,
akym sa spravaju finan¢né trhy. Prvy spdsob tvrdi, Ze 'udia maju tendenciu presuvat’ sa zo
Stadia chamtivosti a spidt’ a ze trhy sa v extrémnych pripadoch mézu spravat’ Gplne
tvrdohlavo, ¢i iracionalne. Vysledkom je, Ze ludstvo sa nikdy nepou¢i a stale bude
prechadzat’ z jednej bubliny do druhej. Prakticky sa tak jedna o tedriu uverovych cyklov.

V Casoch, ked’ sa dari, st peniaze “lacné” a je ich dostatok, no z ¢asu na ¢as tieto obdobia
narusi Gverova kriza, ¢i finan¢na kriza. V tomto bode prestant banky poziciavat’, co nasledne
uplne ochromi bezny hospodarsky zivot.

Druhy smer zas razi cestu uplne opa¢ného nazoru. Na zéaklade teérie druhého smeru su
trhy postupom casu Coraz schopnejsie samy sa opravovat’, ich efektivita sa postupne zvysuje
a pravdepodobnost, Ze sa Uplne zblaznia, je Coraz nizSia. Z toho vyplyva, Ze hospodarske
poklesy a tiverové krizy by sa mali stat’ vecou minulosti. Tato teoria stavia na predpoklade, ze
v dlhodobom horizonte je I'udstvo schopné sa zdokonalovat’. [1]

Ako uvadza dokument vySetrovacej komisie pre financné krizy USA [2], finan¢nej krize
v roku 2008 sa dalo zabranit. Kriza bola totizto vysledkom l'udského konania a neslo o
prirodzeny vyvoj trhu. V désledku chybnych konani I'udského faktoru sme mohli pozorovat
stadia vzniku a prasknutia bubliny, ktorymi s presun, navrat, euforia, realizacia zisku a
panika, ktoré viedli az do Minského momentu.

Impulzom finanénej krizy v roku 2008 bola kriza realitného trhu v USA, ktora vznikla v
dosledku poskytovania rizikovych hypoték skupine obyvatel'stva s niz§im zivotnym
schvalovania hypoték rizikovej klientele vSak zlyhali nielen banky, ale hlavne ratingové
agentry. Ich ulohou je posudzovat platobni schopnost’ buducich dlznikov. Ako vSak
minulost’ ukéazala, hodnotenia agentir boli 'ahko zmanipulovatelné, ¢o spdsobilo, ze v
priebehu 1 — 2 rokov zacali Uroky rast, no védcsina dlznikov nebola schopna dané uvery
splacat’. [2]

Co sa situacie v Slovenskej republike tyka, globalna hospodarska kriza vypukla v Case,
ked’ sa ekonomika SR nachadzala na vrchole hospodarskeho cyklu, ¢o malo hlavny dopad na
rast HDP. Stabilitu vtedy vykazoval aj domaci bankovy sektor. Viditenou skuto¢nost'ou bol
fakt, Zze napriek prebichajucej financnej a hospodarskej krize zisk bankového sektora SR
nezaznamenal vyraznejsi pokles s vynimkou v roku 2009. [3]

Pri pohl'ade Cisto na finanénu krizu, respektive stav bankového sektoru pocas krizy v roku
2008/2009, moézeme stav na trhu v USA a na Slovensku oznacit’ za vyrazne odlisny. Bankovy
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sektor v USA bol zasiahnuty ako prvy a bol spustacom celosvetovej krizy. Na druhu stranu,
slovensky bankovy sektor finan¢nou krizou nijak vyrazne zasiahnuty nebol, teda pokial
nepocitame mierny pokles v roku 2009.
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Ekonomicky model je teoreticky konstrukt predstavujici ekonomické procesy, vztahy a javy
pomocou mnoziny premennych a mnoziny logickych alebo kvantitativnych vidzieb medzi
premennymi, zjednodusSena teoreticka reprezentacia nejakého komplexnejsicho vztahu ¢i javu.
Klacovym slovom je "zjednodusenie", nakolko ekonomické vztahy st komplexné a zahfnaju
T'udské spravanie sa, ktoré je nelinearne a vel'mi tazké modelizovat’.[?

Presne definovat’ termin $védsky model je narocny uloha, pretoze tento pojem je definovany
rozne. Vyznamy, ktoré zo $védskeho modelu pouzivajl, mozno zhrnat’ zhruba do 5 skupin.

Po prvé, v uzkom zmysle tento termin zvyCajne znamend systém Specifickych
pracovnopravnych vztahov charakterizovany pokojnym st¢innym a centralizovanym mzdovym
vyjednavanim medzi zamestnavatel'mi a zamestnancami, ktorého povodom je Saltsjobadenska
dohoda z roku 1938. Po druhé je tento termin tiez pouzivany v stvislosti so §védskou socialnou
politikou, poskytujice Stedré a univerzalne socialne sluzby pre obcanov a financovani vysokym
progresivnym zdanenim. Po tretie, na §védsky model mozno pozerat’ ako na ekonomicky systém
kombinujuci trhové ekonomiku s prvkami ekonomického planovania. Za stvrté, Svédsky model
byva Casto spajany s RehnMeinderovym modelom, ktory predstavuje makroekonomicku tedriu
vyvinutou a z velkej Gasti aplikovana vo Svédsku v prvych desatrogiach po druhej svetovej vojne.
Za piate, v §irSom zmysle odkazuje na trochu zlozity systém politik, zvlast’ na poli socidlnom, trhu
prace a fiskalnej politiky, kde Gstrednym problémom je dosiahnutie vysokej a rovnomerné zivotnej
Urovne, plnej zamestnanosti, ekonomickej efektivnosti a vysokého ekonomického rastu.

V tejto stadii je termin Svédsky model pouzivany v poslednym, teda piatom popisanom zmysle,
ktory do urcitej miery zahfna vsetky Styri predchadzajice body. Vznik §védskeho modelu spada vo
vicsine jeho aspektov do 30. rokov 20. storocia. V roku 1932 zacala $védska socialnodemokraticka
strana mimoriadnu 44 ro¢ny éru svojho vladnutia. Nova socidlnodemokratickd vlada polozila
zéklady budiceho $védskeho modelu implementéaciou na vtedajsiu dobu inovativnych vydavkovych
politik, ktoré mali dostat’ krajinu z Velkej hospodarskej krizy prostrednictvom nastrojov fiskalnej
politiky a rozpoétového deficitu. Dalej socialnodemokratickej vlady predstavili sériu socidlnych
reforiem, ktoré znamenali po¢iatok budovanie §védskeho socialneho $tatu.

Model sa potom vyvijal a rozvijal v tesne povojnovom obdobie a v rokoch 1950-1970. Svédsko
povazované za krajinu, ktord si vybrala strednd cestu medzi socializmom a kapitalizmom a bola
uspesna v kombinovani vysokého ekonomického rastu a plnej zamestnanosti s komplexnou
socialnou politikou smerujuce k vyrovnaniu Zivotnej urovne. Avsak ked sa ku koncu 60. rokov
objavili prvé Strukturalnej nerovnovahy, bolo zrejmé, ze model nie je bez vad. Nasledna 70. roky
boli dobou recesiou, stagnacia a vysokej inflacie. Politicky konsenzus predchadzajucich desatrocia
zmizol a v roku 1976 socialnodemokratické strana prehrala volby. Zdalo sa, ze Svédsky model je v
krize.

Proces industrializacie za¢al vo Svédsku pomerne neskoro. Eite v roku 1870 viac ako 70
percent ekonomicky aktivnej populacie pracovalo v primarnom sektora, a to predovSetkym v
pol'nohospodarstve a lesnictve. Ak industrializacia bola zalozena prevazne na drevu a Zelezu,
odohrévala sa skor na vidieku nez vo vel’kych mestach (Korpi, 1978).

Uz v zaciatkoch ¢innosti odborov a socidlnidemokracie existovala medzi nimi tizka spolupraca.
Organizacia sponzorujucu zaloZenia strany v roku 1889 boli z dvoch tretin tvorené miestnymi
odborovymi zvdzy a strana sa ihned” po vzniku aktivne zapojila od ich organizovanie a zakladanie.
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Strana si ziskala vplyv tiez v niektorych skor nepolitickych alebo liberalnych remeselnickych
spolkoch. V roku 1898 vznikla Konfederéacia odborovych zvdzov (Landsorganisationen, LO) a do
jej cela bol zvoleny socidlny demokrat. Vzhl'adom k neskorej industrializacii vyrastali novi
robotnici v ¢ase, ked’ uz odbory boli so socidlnou demokraciou izko previazané. Jednou z hlavnych
uloh narodnych odborovych zvdzov bolo rozsirit' Elenskti zakladiu medzi priemyselnymi
robotnikmi, ¢o zaroven znamenalo rozvoj voli¢skej zakladne socialnodemokratickej strany.

Od zaciatku nového storocia sa vyrazne zvysil podiel odborovo organizovanych zamestnancov.
V roku 1930 bolo odborovo organizované 36 percent namezdne pracujucich a v roku 1980 to uz
bolo 92%, &m sa Svédsko stalo odborovo najorganizovanej$ou krajin v celom vtedajsom
kapitalistickom svete. Daldim désledkom silne organizovaného robotnickeho hnutia vo Svédsku s
tym, ako rastla jeho sila a objavovalo sa viac konfliktov, bola potreba zamestnavatel'ov vytvorit’ si
rovnako silnti organizaciu. V roku 1902 teda vznikla Svédska konfederacie zvizov zamestnavatelov
(Svenska Arbetgivarforeningen, SAF). Korpi (1978) uvadza niekolko vysvetleni rozvoja silné¢ho a
dobre organizovaného robotnickeho hnutia vo Svédsku. Jednym z nich modze byt etnickd a
nabozenskd homogenita Svédskej robotnickej triedy. Argumentuje skusenosti inych krajin, kde
vicsia etnicka a nabozenska roznorodost’ viedla k mnohym sporom a stretom medzi jednotlivymi
etnikami a skupinami (ako v USA alebo Nemecku a Holandsku) a jednotnd akciu vyrazne
komplikovala.t*!

Rychly rast Cinskej Pudovej republiky ako regionalnej politickej a ekonomickej mocnosti s
globalnymi a$pirdciami je jednym z kladovych prvkov rozvoja vychodnej Azie. Ide o region, ktor}’/
sa v priebehu minulého Stvrt'storofia znacne zmenil. Svet vita vzostup mierovej a prosperu_]ucej
Ciny, ktor sa stava konstruktivnym ¢lenom medzinarodnej komunity. Ale vidime, Ze Cina stoji na
strategickej krizovatke. Nezodpovedan¢ zostavajii otazky stratégie budiiceho rozvoja a orientécie,
ktoré si bude musiet’ &inska vlada polozif, ked moc a vplyv Ciny vzrastie.

V prispevku anaIyZUJeme ako sa rychly ekonomicky rozvoj Ciny prejavuje v jej vplyve na
dalsie krame a regiony. Specidlne si v§imame ekonomické a geopolitické zmeny vyplyvajice zo
schopnosti Ciny vytvérat’ cielené ekonomické koalicie na vietkych trovniach svojho ekonomicko-
administrativneho systému — na trovni §tatu, provincii ¢ podnikov. Tato situicia Cine a jej
partnerom prindsa rad prilezitosti, ale sicasne aj mnozstvo vyziev a rizik. K nim patri napriklad
naruSenie rovnovahy obchodnej bilancie u jej obchodnych partnerov, snaha ziskat znacné
energetické a surovinové zdroje ¢i problémy s emisiami.

Slovenska republika ako krajina, ktora obchoduje s Cinou a st¢asne sa zapéja, alebo bude
zapajat’ do iniciativ EU vo vztahu k nej, bude musiet urobit’ rad rozhodnuti sivisiacich s politikou
voti tejto krajine. Velkost Ciny, dynamika jej ekonomickej expanzie a potrieb naznacuju, Ze
spolupraca i konkurencia s fiou mdézu 2 Ekonomicky rozvoj Ciny a jej meniace sa priority:
implikacie pre krajiny EU pre nadu krajinu mat’ vyznamné ekonomické a mozno aj bezpetnostné
dosledky (v oblasti tzv. méikkej bezpecnosti). Navyse vyzvy, prilezitosti a ohrozenia a ich relativna
véha v celkovom portfoliu moZnosti suvisia aj s spechmi EU pri vyjednévani s touto krajinou.

Ciel'om tejto préce je porovnanie §védsky a ¢insky model ekonomického rozvoja.

Dozvedeli sme o historiu rozvoju Svédskeho a ¢inskeho ekonomického modelu. Obe dve su
zloZité a maji vlastny charakteristicky model.l®!
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Ciel'om prace je poskytuje stru¢ny prehlad o sucasnych pohladoch na vzt'ah ekonomiky
a enviromentu.

Prica mapuje progres udského chapania dopadu ekonomiky na rovnovéahu prirody. Dalej
porovndva tedrie ekondémov a ekoldégov, ako sa vyhnut' globalnej ekologickej krize, ktora by
sposobila problémy, nie len ekonomické, ale aj socialne, politické a kultarne. Dané teorie sa
taktiez snazia vytvorit' spravnu optimistickil viziu o moznom budicom spolunazivani s
prirodou.

Kracové body teda budi: vzt'ah ekonomiky a zivotného prostredia, hospodarsky rast,
Vymedzenie zivotného prostredia v ekonomike a 3 prognézy o hospodarskom raste na Zemi
aproblémy stym spojené: Ekologicka teodria rastu, Ekonomicka teodria rastu a Trvalo
udrzatel'ny rozvoj.

Hospodarsky rast, v §irSom zmysle znamena akakol'vek zmena (vzostup) Zivotnej Grovne
Statu (¢i vymedzeného tizemia) v Case a je zaroven hlavnou pri¢inou stiistavne meniaceho sa
stavu Zivotného prostredia

Vymedzenie Zivotného prostredia v ekonomike: Zivotné prostredie vnimame ako uréity
zdroj. Sklada sa z prirodnych zloziek, ktoré su ¢lovekom ovplyvnené.

Ekologické tedria rastu, vznikla v 70. rokoch minulého storocia, ked sa pozorovatelia
globéalneho zivotného prostredia zacinaju znepokojovat moznym vycerpanim prirodnych
zdrojov. Skupina rimskych ekonémov vytvorila isté simulacie svetovej ekonomiky a jej rastu
za predpokladu popula¢ného rastu podla Malthusovej prognézy. Progndzy tzn. Rimskeho
klubu mali varovny charakter. Diagndza a progndzy autorov tejto tedrie boli nemilosrdné a
tykali sa naSej civilizdcie ako celku. Ich zjednoduSenym centralnym posolstvom, bolo
poukazat’ na logicky fakt, ze nekoneény materialny rast akéhokol'vek druhu jednoducho nie je
mozny v prostredi kone¢nych zdrojov, ktoré predstavuje planéta Zem a ak I'udstvo nezacne
akceptovat’ tito elementarnu skutocnost’, je len otazkou ¢asu, kedy narazi na medze ¢i limity
svojho rozvoja i svojej d’alej existencie. Vd’aka tejto ostrej, a ¢asto nepochopene;j kritike boli
tvorcovia teorie Casto kritizovani.

Dnes uz vieme, ze Malthusova prognoza nie uplne plati. Preto vznikla aj druha teéria,
konkrétne, Ekonomicka tedria rastu, ktora ma viacerych autorov. Studie vychadzaji najmi z
predpokladu nepretrzitej evolicie technického pokroku, ktory zvdcsuje prirodzené hranice a
moznosti ¢loveka, ateda tvrdi, ze vd’aka evolucii al'udskej vynaliezavosti sa dosiahne
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postupne rovnovdha medzi kapacitou prirodnych zdrojov na jednej strane a rasticou
populéciou na druhej strane.

Trvalo udrzatelny rozvoj: tato koncepcia bola vyvolana hlavne potrebou riesit’ nalichavé
globalne ekologické problémy v 80-tych rokoch minulého storolia. Tato tedria sa snazi
najvSeobecnejSie. Snazi sa najst akysi kompromis. Zameriava sa na vysledky ekonomiky
s ohl'adom na jej environmentalny dopad.

S touto tedriou sa zaobera prave Kjotsky protokol, dojednany vroku 1997. Je to
medzinarodna zmluva v ramci OSN, ktora vsak zlyhala.

Na Kjotsky protokol nadvézuje Parizska dohoda, ktora ma obmedzit' emisie sklenikovych
plynou po roku 2020. Dohoda vstipila do platnosti v roku 2016. Jej cielom je udrzat’ narast
priemernej globalnej teploty pod 2°C. Prvé komplikacie naruSujiice tento ciel' vznikli po
Trumpovom rozhodnuti odstpit’ od dohody. Tvrdi, ze Parizska dohoda je nefér voc¢i USA,
taktiez poukazuje na to, ze pozitivny prinos dohody by mohol byt minimalny. Ide o to, ze
i keby sa vsetky krajiny plne zapoja do plnenia tohto dokumentu, vysledné obmedzenie emisii
by viedli k poklesu teploty v roku 2100 iba 0 0,2°C

Neustale sa meniace tedrie teda poukazuju na to, ze vztah T'udstva k Zivotnému prostrediu je
pomerne zlozity, a Ze stile mame ¢o objavovat.
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Uvod

Tebuconazol (TBC, Obr.1) je jednim z nejpouzivangjsich fungicidnich ptipravka
v zem&délstvi. PouZiva se k ochrané ovoce, zeleniny a obilovin a je soucasti lepidel a prostiedkt na
ochranu dfeva, textilii a kiize. Mechanismus u¢inku TBC a vSech triazolovych fungicidi spociva
v inhibici syntézy sterol, konkrétné zabranuji tvorbé ergosterolu, ktery je potfebny k tvorbé
bunéénych membran. TBC je vysoce toxicky pro vodni organismy. Zpusobuje u ryb oxidativni
stres, ovlivituje metabolismus tukt, uhlohydrati a tcinek nékterych enzymu. Je také podeziely
z karcinogenity pro ¢lovéka [1, 2]. Oxida¢ni chovani TBC doposud nebylo zkoumano.
Cl

H3C CHg3

H3C
OH
N

N%/N

Obr. 1 Strukturni vzorec Tebuconazolu

Experimentalni ¢ast

Pro voltametrické méfeni byl pouzit Eco-Tribo Polarograph s tfielektrodovym zapojenim, kdy
pracovni elektrodou byla BDDE (Windsor Scientific, Velka Britanie), jako srovnavaci elektroda
byla pouzita nasycena argentchloridova a jako pomocna elektroda slouzil platinovy dratek (obé
Monokrystaly, Turnov). Pro aktivaci BDDE bylo zméfeno 20 cyklickych voltamogramii v rozsahu
potencialia —1000 az +2200 mV v 0,1mol L' HNO:s. Pti studiu voltametrického chovani TBC byla
vyuzita metoda cyklické voltametrie (CV) a pro jeho stanoveni metoda diferenéné pulzni
voltametrie (DPV). Jako zakladni elektrolyt byl pouzit Brittoniv-Robinsontiv pufr (BRB, pH 2-5),
ktery byl pfipraven z roztoku 0,4mol L™ CH3COOH, H3POs, H3BO;3 a roztoku 0,2mol L' NaOH.
Roztok 0,1mol L' HNO3 byl fedén z 65% kyseliny (Ing. Petr Svec — PENTA s.r.0., Praha).
Standardni roztok TBC (Sigma-Aldrich) o koncentraci 1x107° mol L™! byl p¥ipraven rozpusténim
vypoétené navazky v acetonitrilu. Vyvinutd metoda byla aplikovdna pii analyze fini vody a
pesticidniho pfipravku Horizon (AgroBio Opava).

Vysledky a diskuze
S vyuzitim CV bylo na pocatku zjisténo, ze TBC poskytuje 1 oxida¢ni signal kolem potencialu

+1700 mV. Na katodické kiivce nebyl pozorovan zadny odpovidajici redukéni pik a jedna se tedy o
ireverzibilni reakci. Byl zkouman vliv pH na polohu (Ep), vysku (lp) a tvar piku. Ukazalo se, ze
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nejvhodnéjsim je kyselé prostiedi 0,1 mol L™! HNOgz. S rostoucim pH dochézelo k poklesu signélu a
zhorseni vyhodnotitelnosti v disledku zuzovani vyuzitelného potencialového rozsahu. Ze zavislosti
vysky piku na rychlosti polarizace vyplynulo, Ze elektrodova reakce je fizena difuzi. Nasledoval
vyvoj metody stanoveni TBC. Byla provedena optimalizace parametri DPV a navrZen postup
predupravy BDDE. Na Obr. 2 je uveden piiklad zmétené koncentraéni zavislosti, z niz byl vypocten
limit detekce 1,4x1077 mol L', NavrZena metoda byla ovéfena opakovanym stanovenim TBC
v modelovych roztocich, fiéni vodé i komeréné dostupném pesticidnim piipravku Horizon. Z Tab. 1
vyplyva, Ze nova metoda umoziuje ziskani spravnych, ptesnych a dobie opakovatelnych vysledkd.

Tab. 1 Opakované stanoveni TBC v modelovych roztocich, fi¢ni vodé a pesticidnim piipravku

Déno [mol L™ Stanoveno [mol L™Y]  Vytéznost [%]  RSD(5) [%]

modelovy roztok 5,0x107 (4,960+0,061)x107 98-102 1,84
1,0x107 (1,016+0,017)x10°° 97-103 2,53
fi¢ni voda 5,0x107 (4,95620,052)x107 96-101 1,57
Deklarovano [g L™Y]  Stanoveno [gL™Y]  VytéZnost [%]  RSD(5) [%]
Horizon 250 EW 250 (247,948,3) 95-106 5,00
6000 s
% g;3600 B
4000 | 180
0
0 20 40 soc [ul??ol l‘}i)ﬁ
2000
---0.IMHNO3
—— pridavky TBC
0

1200 1400 1600 1800 2000
E [mV]

Obr. 2 DP voltamogramy TBC v zavislosti na koncentraci zaznamenané na BDDE v prostiedi
0,1mol L' HNO;3 (A) a koncentraéni zavislost I na ¢ (B); Epoc = —1000 mV, Ekon = +2000 mV,
v =50 mV s™!, viska pulzu = +60 mV, sivka pulzu = 20 ms, ctac = 2,0x107°-8,65x107> mol L™".

Zavér
Studie prokézala, ze TBC poskytuje 1 oxidacni signal okolo potencidlu +1700 mV, ktery je
vyuzitelny pro analytické ucely. Byla vyvinuta metoda stanoveni fungicidu, ktera byla tspésné

aplikovéana pfi analyze modelovych roztokd, ¥i¢ni vody i pesticidniho ptipravku.

Podékovani
Tento prispévek vznikl s podporou Univerzity Pardubice (projekt ¢. SGSFChT_2019 001).
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Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je nositelkou genetické informace a ve vétsiné piipada
ma podobu pravoto¢ivé sroubovice (B-DNA). Existuji vSak i alternativni struktury DNA, které
mohou byt specifické pro urcité Casti genomu a mohou v ném zastavat konkrétni funkce.
Takovym ptikladem alternativnich struktur jsou i guaninové kvadruplexy (G4). Tyto struktury
vznikaji v sekvencich bohatych na guanin, ktery zde tvoii pomoci Hoogsteenovského parovani
planarni tetrady (Obr. 1A). Nékolik téchto tetrad stabilizovanych monovalentnim kationtem
kovu (Casto K*) tvoii G4 (Obr. 1B). [1] Mezi alternativni formy DNA patii také i- motivy, které
vznikaji v DNA sekvencich bohatych na cytosin. [2] Repliky G4 a i-motivi se vyskytuji
naptiklad v promotorovych oblastech gent ¢i v telomerickych sekvencich DNA, které se s
délenim buniky postupné zkracuji a ovliviwgji tak starnuti buiiky. [3] Existuji rizné metody
detekce G4, avsak je nutné hledat postupy nové, které zajisti rychlou detekei i z velmi malého
mnozstvi vzorku. [4] Tyto pozadavky spliiuji elektrochemické metody, jeZ se, zejména V
kombinaci se rtut'ovou elektrodou, osvédéily pro citlivou detekci DNA, zmén v jeji struktufte,
pii studiu jejiho poskozeni ¢i interakei s jinymi molekulami. [5]

8 Nty B) Q) e
9! T SRR ﬂ fq Ho L]
N SNH — : 0 N NF
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B ./ ot 1 . :
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Obr. 1 A) Hoogsteenovské parovani guanind v planarni tetrddé G4 stabilizovana
monovalentnim kationtem kovu (M*); B) intramolekularni komplex G4 (pfevzato a upraveno Z
Ref. [6]) a C) chemicka struktura studovaného ligandu Pt-ttPyNs,

Existuje mnozstvi latek (ligand), které selektivné interaguji s konkrétnimi strukturnimi
motivy DNA. [7] Takovym specifickym ligandem G4by mél byt i v této praci studovany
komplex platiny (Pt-ttPyNs), jez obsahuje elektrochemicky redukovatelnou azido skupinu a
platinovy komplex (Obr. 1C) schopny katalytického vyvoje vodiku na rtutové elektrodé. Tato
nové syntetizovand latka by vedle specifické interakce s G4 méla byt i potencidlnim
cytostatikem. Z piedchozich studii je zfejmé, Zze Pt-ttPyNs interaguje s G4 pomoci: 1) n-
stackingu planarniho kladné nabitého komplexu platiny s vrcholem G4, anebo 2) kovalentni
(,,crosslink®) reakci vyvolanou fotoaktivaci tetrafluorofenyl azidové ¢asti ligandu UVA-Vis
svétlem v oblasti (330-365 nm). Tim je zvySena specifita dané interakce a také sila vzniklé
vazby. [8]
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Cilem této prace bylo elektrochemické studium chovani nové latky Pt-ttPyNs na visici
rtutové kapkové elektrodé, optimalizace podminek pro studium jeho interakce s
oligonukleotidy a vyvoj postupu elektrochemické detekce G4. V neposledni fadé byl studovan
potencialni cytostaticky efekt ligandu pomoci testu viability na zvolenych bunéénych liniich.

Elektrochemické studium Pt-ttPyNs bylo provedeno pomoci pienosové rozpoustéci
techniky v kombinaci s cyklickou voltametrii (TSCV), v prostiedi Brittonova — Robinsonova
pufru (BR pufr) pH 2 az 12. Pfi pH 2 sledujeme 2 zietelné signaly, odpovidajici dvoustupiiové
redukci azidové skupiny. V piipadé vyssich hodnot pH (4 az 12) je patrny pouze jeden vyrazny
signal odpovidajici redukci azidové skupiny jehoz potencial (Ep) je pfimo umérny hodnoté pH
(Ep = —0,635-0,069pH, R? = 0,9990 pro pH 2-12) a nékolik malych signald, které
pravdépodobné odpovidaji postupné redukci F-C vazeb, vzniku dimert a naslednym redukcim
vzniklych produkti. [9] Studium a podrobny popis mechanismu redukce Pt-ttPyNs nebyl naplni
této prace, ale bude mu v budoucnu vénovéana pozornost.

Pro elektrochemické studium interakce Pt-ttPyNs s oligonukleotidy bylo zvoleno pro
elektroanalyzu DNA osvédcené prostiedi 0,3M mravencanu amonného a 0,05 M fosfatového
pufru pH 6,9. Kvuli absenci redoxniho piku ligandu po ptedchozi adsorpci oligonukleotidi na
povrch elektrody bylo vyuzito jeho schopnosti katalytického vyvoje vodiku. Tento proces je
mozné sledovat mj. pomoci square wave voltametrie a specifického anodického piku, ktery se
objevuje pfi potencialu -1,3 V b&hem anodického skenu po prechozi redukci pfi vhodné
zvoleném negativnim potencialu (Estrip). V tomto anodickém skenu je také mozno registrovat
pro DNA typicky pik G [5], ktery se na voltamogramu objevuje diky anodické oxidaci
redukénich produkt guanind piitomnych v adsorbovaném oligonukleotidu. Pro tyto ucely byl
optimalizovan ¢as i potencial (Esrip) a timto postupem byly studovany vybrané sekvence
oligonukleotidd v (ne)pfitomnosti Pt-ttPyNs. Tento postup umoziiuje rozeznat sekvence tvorici
G4 od sekvenci, které G4 netvoii. Zmény vysek piku G a piku ligandu Ize pfipsat zménam
vestruktufe adsorbovaného oligonukleotidu po jeho piedchozi redukci vlozenim Eswip @
zpfistupnénim volného povrchu rtuti studovanému ligandu.

V druhé ¢asti vyzkumu byla testovana viabilita lidskych bunéénych linii, véetné nadorovych
(MCF7, HEK293FT a HTC116) v pfitomnosti studovaného komplexu. Jednotlivé bunécéné linie
byly vystaveny 24 a 48 hod piisobeni ligandu Pt-ttPyNs o koncentraci 100 umol/l a nasledné
analyzovany pomoci sulforhodaminového testu cytotoxicity. Aviak nebyl prokdzan vyrazny
cytotoxicky ucinek Pt- ttPyNs. Naopak u nékterych linii doslo k lehkému nartistu proliferace.
Pomoci konfokalni mikroskopie bylo zjiSténo, Ze pfi¢inou mutize byt akumulace Pt-ttPyNs v
cytoplasmé buiiky. Jadernd membrana jej nepropustila do bun&ného jadr,a ¢imz byl zamezen
jeho pristup k DNA.
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Uvod

Ortut’ zarad'ujeme medzi tazké kovy. Fyzikalne vlastnosti ktorymi vystupuje z radu, umoziiuju
jej praktické vyuzitie napriek jej otravnym uc¢inkom. Signifikantnd je najma jej vysoka hustota
(13,59g/cm®), vysoka tepelnd roztaznost, stabilita v irokom intervale teplot [1]. Medzi
nezanedbatel'né $kodlivé vplyvy pdsobiace na l'udi patri aj vystavenie nepriaznivému pdsobeniu
tazkych kovov na l'udsky organizmus, priCom ortut’ predstavuje jeden z najrizikovejsich prvkov,
ktorému mézeme byt’ vystaveni. Bezne sa vyskytuje v ispornych ziarivkach, batériach, dentalnych
amalgamoch, a niektorych elektrotechnickych zariadeniach. Pouziva sa ako pracovné médium
teplomerov, alebo inych meracich pristrojov. Ide o neurotoxin, ktorého kumulécia v tele ¢loveka sa
prejavuje najméd naruSenim vegetativnej a centralnej nervovej sustavy a predstavuje velmi velké
riziko pre tehotné Zeny [2].

Elektroanalytické metody sa Casto vyuZzivaji v praktickych aplikdcidch. Ich vyhodou oproti
spektralnym ainym fyzik&lno - chemickym metodam analyzy je, ze ide o metddy pri ktorych
in§trumentacia nevyZzaduje tak vysoké vstupné naklady a nakladné zariadenie, s dobre pouZitené
vteréne. Vpraxi sa na stanovenie nizkych koncentracii ortuti vyhodne vyuziva prietokova
rozpustacia chronopotenciometria. Principidlne je tdto metdda zaloZzena na technike nahromadenia
(pri tomto kroku sa na pracovnej elektrode nahromadi analyt) a nasledného rozpustenia vhodnym
spdsobom.  V kroku rozpustania sa  ziska analyticky signal. Naésledne vznika
chronopotenciometricky zaznam-chronopotenciogram kde sa vdaka transformacii pdovodnej
potencialovej zavislosti objavia namiesto rozpttacich vin piky[3].

Praca je zamerand na vypracovanie a realizaciu postupu metody prietokovej rozphstacej
chronopotenciometrie vhodného na stanovenie nizkych koncentrécii ortuti vo vzorkéach odpadovych
vod.

Experimentalna ¢ast’

Experimentalna Cast’ prace bola realizovana na pristroji EcaFlow GLP 150 (Istran, s.r.o.,
Bratislava). Na analyzu sa pouzivala meracia cela s trojelektrodovym zapojenim, kde sa ako
pracovna elektroda vyuzivala zlata drotikova elektroda. Ako zakladny elektrolyt sluzila pri
meraniach zriedend kyselina chlorovodikova s koncentraciou 0,1 mol/L. Pred analyzou bolo
potrebné upravit’ vzorky filtraciou, aby sme ich zbavili mechanickych necist6t, ktoré by mohli
spOsobit’ zanesenie prietokového systému. Nasledne boli analyzované vzorky odpadovych vod
priemyselného pdvodu a tabakovych vyrobkov.

Vysledky a diskusia
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Analyzy vzoriek odpadovych vod boli vyhodnocované metodou kalibra¢nej krivky.Vzhladom
na vysledky jednotlivych merani pre vzorky odpadovych vdd overené aj metédou pridavku
Standardu a u¢innosti dosahované pri meraniach, moéZeme oznadit’ navrhnuty postup metddy
analyzy ortuti v nizkych koncentraciach za vhodny. Spol'ahlivost’ metody sme overili aj vypoctom
vyt'aznosti metddy. Hodnoty vyt'aznosti pouzitej metody sa pohybovali medzi 99,7 — 100,5 %.
Okrem tychto vzoriek sme sa pokusali realizovat’ aj analyzu vzoriek tabakovych vyrobkov. Ako
vzorky sme pouzili cigarety. Vzorky sme upravovali prevedenim cigaretového dymu do roztoku,
pri¢om sme pouzili 2 sorpéné roztoky. Prvy roztok pozostaval z 0,01 M HNOz a 0,0001 M KMnQOg4
a druhy roztok bol 0,1 M HCI.

Zaver

Metoda prietokovej rozpustacej chronopotenciometrie sa ukazala ako vhodna a dostatocne
presna na analyzu vzoriek odpadovych vod s nizkymi koncentraciami ortuti. Analyzou vzoriek
tabakovych vyrobkov sme dosiali neuspokojivé vysledky. Koncentrécia ortuti v tychto vzorkach
bud’ nebola dostatocne vysoka (ked’ze sme zistili jej hodnoty pod detekénym limitom), alebo sme
nedokazali vzorky vhodne upravit, ¢ize sa ortut’ z dymu nezachytila v sorpénom roztoku.
Pravdepodobna je aj moznost, Ze spominané tabakové vyrobky neobsahovali ortut’ vo
vyznamnejSom mnozstve.

Pod’akovanie

Tato praca bola podporovana Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade zmluvy ¢.
APVV-15-0355. Tato praca bola podporena Vedeckou grantovou agentdrou — projekt VEGA
1/0489/16.

Literatara

[1] Chemistry Explained: Foundations and Applocations. Mercury.[cit.2019.04.19.]. Dostupné na
internete: <http://www.chemistryexplained.com/elements/L-P/Mercury.html>.

[2] Urad verejného zdravotnictva SR. Ortut a jej rizika. [cit.2019.04.19]. Dostupné na internete:
<http://www.uvzsr.sk/index.php?option=com_content&view=category&layout=blog&id=103&|
temid=106>.

[3] BEINROHR, E. Prietokové elektroanalytické metddy v praxi. Cesky Tésin : 2 THETA, 2013.
Ort2aSel$BM §78-80-86380-69-8

208



21. celoslovenska Studentskd vedeckd konferencia s medzinidrodnou tcastou
6.11.2019, Chémia a technoldgie pre zivot

VOLTAMPEROMETRICKE STANOVENIE LIECIVA
PIROXICAM

Martina Mandincova, Rendta SeleSovska

Ustav environmentdlneho a chemického inZinierstva, Fakulta Chgmicko-technologickd,
Univerzita Pardubice, Studentskda 95, 532 10 Pardubice, Ceskd republika

st51390@student.upce.cz
Uvod

Piroxicam (PRX, Obr. 1) je lieGivo patriace medzi nesteroidné antiflogistika (NSAID). Okrem
protizapalového ma aj analgeticky a antipyreticky u¢inok. PouZiva sa v liecbe artritidy [1], bolesti
kosti a svalov, popdrodnych bolesti ¢i Sportovych zraneni [2], predpokladaju sa aj protirakovinné
uéinky [1]. Mechanizmom W0&inku je inhibicia cyklooxygendzy a enzymov podielajucich sa na
biosyntéze prostaglandinov [1]. Vedl'ajsim G¢inkom je nepriaznivé pdsobenie na gastrointestinalny
trakt [2]. K stanoveniu PRX sa najcastejSie vyuzivaju chromatografické alebo spektrofotometrické
metddy. Voltampérometrické stanovenie bolo popisané na réznych elektrodach [3], avSak doposial
sa ziadna literatira nezaoberala pouzitim bérom dopovanej diamantovej elektrody (BDDE) [4],
ktora je v suCasnosti vyuZivana vd’aka svojim atraktivnym elektrochemickym vlastnostiam, ako je
nizky a stabilny prad pozadia alebo Siroké vyuzitel'né potencidlové okno. Predmetom tejto prace
bolo stadium voltampérometrického spravania PRX na BDDE a vyvoj metddy jeho stanovenia.
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e
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N
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Obr. 1 Struktarny vzorec piroxicamu

Experimentalna ¢ast’

Rozpustenim navazky PRX (Sigma-Aldrich) v methanole bol pripraveny roztok (1x1073 M).
Elektrolytom bol Brittonov-Robinsonov pufor (BRB, pH 2-12), ktorého kysla zlozka bola tvorena
0,4M CH3COOH, H3PO,4, H3BOj; a alkalicka 0,2M NaOH. 0,1M HNOg bola pripravena z 65%
kyseliny (Ing. Petr Svec — PENTA s.r.0., Praha). K voltampérometrickym meraniam bol pouzity
Eco-Tribo Polarograph (Polaro-Sensor, Praha) v trojelektrédovom usporiadani. Bola pouzita BDDE
(Windsor Scientific, Velka Britania) ako pracovna elektrdda, argentchloridova referen¢éna elektroda
a platinovy drétik (obe Monokrystaly, Turnov) ako pomocna elektroda. Cyklicka voltampérometria
(CV) vrozsahu potencidlov —1000 mV az +2200 mV v 0,1M HNOs; sluzila k aktivacii BDDE.
Z voltampérometrickych metdd boli pouzité CV a diferenéna pulzna voltampérometria (DPV).
Praktickou vzorkou bol pripravok Flamexin (20 mg, Chiesi Farmaceutici S.p.A., Taliansko).

Vysledky a diskusia

Na tvod bola pouzita CV a bolo zistené, ze PRX poskytuje jeden oxidaény signal v blizkosti
potencialu +900 mV. Zo zavislosti na pH bolo zistené, Ze optimalnym prostredim pre jeho
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stanovenie je BRB o pH 3. Zo zmeranych zavislosti vysky piku na rychlosti polarizacie bolo
urené, ze sledovand reakcia je vyznamne ovplyvnena difiziou aj kinetikou. Nasledne boli
optimalizované parametre DPV apostup predipravy BDDE pre stanovenie PRX. S vyuzitim
navrhnutej metody boli merané rdzne koncentraéné zavislosti (Obr. 2) astanovené zakladné
Statistické parametre ako limit detekcie (LOD) a vyuzitelny koncentraény rozsah (LDR). Bola
vypracovand interferen¢na §tudia a na zaver prace bola nova metdda uspesne pouzita pre stanovenie
PRX v modelovych roztokoch aj komeré¢ne dostupnom farmaceutickom pripravku Flamexin.

Tab. 1 Zakladné $tatistické parametre navrhnutej metody stanovenia PRX
LOD [M] LOQ [M] LDR [M] RSDy; [%0]
4,1x10°° 1,4x107° 1,0x107°-6,0x10™ 0,33
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Obr. 2 DP voltampérogramy PRX zaznamenané na BDDE v zavislosti na koncentracii; metoda
— DPV, elektrolyt — BRB (pH 3), Epo: = 0 mV, Exon = +2000 mV, v = 30 mV/s, wska pulzu =
50 mV, sirka pulzu = 20 ms, Cprx = 5,0><1077-2,0X1075 M.

Zaver

V ramci predloZenej prace bola vyvinuta metdda pre stanovenie lieCiva PRX s vyuzitim DPV
v spojeni s BDDE. Ziskand metdda bola uspeSne aplikovand pri analyze komeréne dostupného

farmaceutického pripravku.
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Uvod

Nanotechnolédgia je velmi populdrna a rychlo sa rozvijajuca vedna disciplina, vyuzivana v
roznych oblastiach vyskumu, napr. na poli mediciny, kozmetiky ¢i polnohospodarstva. VyuZziva
viacero typov nanomaterialov (nanovlakna, nanodroty, nanocastice, nanorrky a iné), ktoré maja
minimalne jeden vonkaj$i rozmer v rozsahu nanometrov (nm). Nanocastice (NPs z ang.
nanoparticles) st Castice velkosti do 100 nm. St unikatne vd’aka svojim jedine¢nym vlastnostiam,
ako napriklad maly rozmer, vysoky pomer povrchu a objemu, vynikajtca reaktivita [1].

Oxid zino¢naty ZnO je funkény, strategicky a vSestranny anorganicky material. Je to polovodic,
a ma unikatne optické, snimacie, a vodivostné vlastnosti. Syntéza ZnO v nanorozmeroch viedla ku
skimaniu jeho pouzitia ako nového antibakteridlneho <¢inidla. Okrem antibakteridlnych a
fungicidnych vlastnosti maji ZnO NPs katalytické a fotochemické vlastnosti. ZnO ma vysoku
opticku absorpciu v oblastiach UV Ziarenia [2].

NPs oxidu zino¢natého (ZnO NPs) a NPs inych oxidov kovov su sucastou beznych vyrobkov
pre domacnost’, vratane kozmetiky, opalovacich krémov, zubnych past a liekov. Pouzivaju sa
v biomedicinskom a kozmetickom priemysle aj v pol'nohospodarstve. ZnO sa typicky pouziva ako
antibakterialne natery, v pletovych krémoch, parfumoch a ako UV-ochrana v opalovacich krémoch
[2]. Zistilo sa, Ze nanodastice oxidu zino¢natého ZnO NPs st schopné lokalizovat’ viaceré typy
rakovinovych bunieck a inhibovat’ proliferaciu rakoviny [3]. Napriek mnohym uZitoénym
vlastnostiam, environmentalne riziko NPs nie je eSte dostatocne preskimané aich vyroba
a pouzivanie nie je regulované, a to najma v rozvojovych krajinach.

Cielom tejto prace bolo §tadium interakcie ZnO NPs s DNA a skimanie zmien ich vlastnosti a
potenciélnej toxicity vplyvom vonkajsieho ziarenia.

Experiment

Na analyzu bola pouzita diferenéna pulzova voltampérometria (DPV) a cyklicka
voltampérometria (CV). Pracovalo sa na pristroji potenciostat Autolab M101 v programe Nova 1.10
(MetrohmAutolab, Holandsko). Merania prebiehali v trojelektrodovom zapojeni, pracovna
elektroda bola zo sklovitého uhlika (GCE, L-CHEM, Ceska republika), referenéna elektroda bola
argentochloridova (Ag/AgCl, L-CHEM, Ceska republika) a pomocna elektréda bola z platiny (Pt).

Na experimenty bola pouzita ultradista voda s vodivost'ou 18 MQ - cm, 0,1 mol-L?, fosfétov%'/
tImivy roztok s pH = 7,4 a roztok redoxného indikatora [Fe(CN)e]S’M' s koncentraciou 1 mmol-L™.
ZnO NPs boli pripravené vV nasom laboratériu z vodného roztoku reakciou octanu zino¢natého a
hydroxidu sodného. Charakterizacia ZnO NPs z hl'adiska ich Struktary a velkosti prebehla na FEI
STU pomocou skenovacieho elektronového mikroskopu (SEM). Ako biologicka vzorka bola
pouzita dvojvlaknova DNA z lososich spermii (dsSDNA, Sigma, Nemecko). Ozarovanie roztokov
prebiehalo v Petriho miske umiestnenej pod zdrojom UV-C Ziarenia, ktorého vinova dizka bola A =
253,5 nm (Gajdos, Slovenska republika).
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Vysledky

V prvom kroku bolo potrebné zistit', ¢i nedochadza k pasivacii povrchu pracovnej elektrody v
pritomnosti ZnO NPs v nepritomnosti dSDNA. Pre hodnotenie sa pouzil CV signal redoxného
indikatora. Na povrch GCE sa aplikovalo 5 pL roztoku ZnO NPs r6znych koncentracii (0,5 az 30
pg'mL™) apockalo sa pocas 5 min., nasledne sa GCE oplachla ultraitou vodou a zaznamenal sa
cyklicky voltampérogram. Zistila sa len mierna pasivécia elektrodového povrchu adsorpciou ZnO
NPs apre dalSie experimenty sa zvolila koncentracia ZnO NPs 30 pg~mL'1. V druhom kroku
vySetrenia pasivacie povrchu elektrody sa sledoval vplyv ¢asu inkubacie GCE v roztoku ZnO NPs
(5 az 30 min.) metdédami CV a DPV. Experimenty ¢asovej zavislosti boli sledované aj v roztoku
(senzing), pri¢om sa nezistil vyznamny vplyv ¢asu inkubAcie.

Na sledovanie poskodenia $truktiry dSDNA sa vyuZivala metéda biosenzing Vv roztoku.
Interakcia dsDNA s ZnO NPs ako aj vplyv UV-C Ziarenia na $truktiru dsSDNA bez a v pritomnosti
ZnO NPs sa sledovali pomocou dvoch voltamperometrickych metod pri ¢ase kontaktu GCE
elektrody s roztokom 5 az 30 min.

Detekcia sa zakladala na hodnoteni CV reverzibility (zachovania rozdielu potencialov piku a
protipiku) a pradu piku redoxného systému indikatora. Pokles CV signalu redoxného indikatora bez
aplikacie UV ziarenia bol vacsi po interakcii dSDNA s ZnO NPs ako Vv pritomnosti samotnej
dsDNA bez ZnO NPs ¢o indikuje adsorpciu oboch latok na povrch GCE pocas konania
experimentu.

Dalej sa sledovala hodnota anodickych DPV signalov purinovych baz dsDNA. Bez aplikacie
UV-C ziarenia sa zistil postupny pokles signalov nukleobdaz v ¢ase 5 az 30 min., priom
Vv pritomnosti ZnO NPs doslo k pociatoénému narastu DPV pikov oboch nukleobdz (v ase 5 az 10
min.) s naslednym poklesom signalov do vaé3ej miery nez bez ZnO NPs.

Pri pésobeni UV-C ziarenia rovnako i§lo 0 pokles DPV pikov nukleobaz a to o hodnotu 31 %
pri guanozine a 40 % pri adenozine bez ZnO NPs a 0 42 % pri oboch nukleobazach v pritomnosti
ZnO NPs bez pociatocného narastu signalov baz opisanému vyssie.

Zaver

Tymto Stadiom sa zistil kombinovany vplyv dsDNA a ZnO NPs na velkost CV signalu
redoxného indikatora ziskaného na GCE elektrode evidentne vplyvom adsorpcie. DPV zaznamy
signdlov nukleobaz sved¢ia o vzdjomnej interakcii dSDNA aZzZnO NPs (pociatoény narast
anasledny pokles pikov) atiez oistom pozitivnom vplyve pritomnosti ZnO NPs na UV-C
degradaciu dsDNA.
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Uvod

Cholesterol je vyznamnou latkou v télech vSech zivodichl, rostlin i hub. Jedna se o
amfipatickou molekulu obsahujici polarni hydroxylovou skupinu na uhliku Cs steroidniho skeletu,
zaroven obsahuje i nepolarni ¢ast, kterou tvofi postranni fetézec na uhliku Ci7. Cholesterol hraje
dalezitou roli ve struktufe bunéénych membran, krevnich lipoproteinti a v biosyntéze steroidnich
hormonti, vitaminu D a zluCovych kyselin [1]. Cholesterol je pfijiman jednak potravou, jednak je
syntetizovan de novo z acetyl-CoA mevalonatovou cestou nasledovanou polymeraci izoprenovych
jednotek a cyklizaci meziproduktu skvalenu. Tim vznikd meziprodukt zvany lanosterol, ze které¢ho
se cholesterol tvofi dvéma cestami, a to pies desmosterol, nebo 7-dehydrocholesterol [2].

Elektrody ze skelného uhliku (GCE) maji mnoho vyhodnych vlastnosti, jako je naptiklad Siroké
potencidlové okno v anodické oblasti, relativni chemicka inertnost, elektrokatalyticka aktivita pro
fadu redoxnich reakci a nizka cena. Elektroda ze skelného uhliku se vyrabi pomalym zahfivanim
riznych polymert, Casto polyakrylonitrilu, na vysoké teploty pod tlakem a v inertni atmosféfe,
obsahuje tedy pouze stopové mnozstvi plynnych ¢i jinych necistot. Je pouZitelna ve vsech béznych
rozpoustédlech a je odolnd vici korozi kyselinami. Chovani GCE zalezi na pouzitém lesticim
materialu a proceduie. V prub&hu méfeni je nutné obnovovat povrch GCE pomoci lesténi na hladké
lestici desticce, nejcastéji za pouziti aluminy [3,4].

Cilem prace je studium voltametrického chovani cholesterolu na elektrodé ze skelného uhliku
v prostiedi acetonitrilu a silné kyseliny. K elektrochemické oxidaci cholesterolu dochazi po jeho
aktivaci vlivem dehydratace v této silné kyseliné. Tento pfistup je publikovan v praci o
elektrochemické oxidaci zlu¢ovych kyselin, kde je jejich dehydratace uskuteénéna pomoci kyseliny
chloristé v acetonitrilu [5].

Experimentalni ¢ast

Pro voltametrickd méfeni byl pfipraven zasobni roztok cholesterolu o koncentraci 1.10~> mol.1™!
(Sigma — Aldrich) v acetonitrilu. Bylo vyuzito tfielektrodové uspofadani, kde pracovni elektrodou
byla elektroda ze skelného uhliku o priméru disku 2 mm (S = 3,14 mm?) se sklenénym télem
(Metrohm, Svycarsko), jako pomocna elektroda byla pouzita platinové elektroda (Elektrochemické
detektory, Turnov) a jako referentni elektroda byla pouzita tzv. nevodna Pleskovova elektroda,
kterou je stfibrny dratek ponofeny v roztoku 0,01 mol.I”! AgNOs a 1 mol.I"! NaClOs v acetonitrilu.
Voltametricka méfeni byla provadéna pomoci piistroje Eko-Tribo se softwarem Polar.Pro 5.1 (Eco-
Trend Plus, Praha).

Vysledky a diskuze

Pti elektrochemické oxidaci cholesterolu na elektrodé ze skelné¢ho uhliku poskytuje cholesterol
v prostiedi kyseliny chloristé v acetonitrilu ireverzibilni signal v anodické oblasti s potencidlem
okolo +1400 mV vs. Ag/AgNOs. Jak je uvedeno v literatuie [6], dochazi pravdépodobné v prostredi
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kyseliny k dehydrataéni reakci cholesterolu, jejiz produkty jsou elektrochemicky aktivni. Signal byl
pozorovan pti pouziti kyseliny chloristé, dale byl zkouman vliv dalSich kyselin: kyseliny sirové,
dusicné a fosforecné. V kyseliné sirové byl také pozorovan oxidacni signal, jehoz vyska byla
srovnatelna s odezvou pii pouziti kyseliny chloristé. Pii pouziti kyseliny dusi¢né a fosforeéné
cholesterol odezvu neposkytoval. Byl studovan vliv rychlosti polarizace na vysku oxida¢niho
signalu, na zakladé ¢ehoz bylo zjisténo, ze pozorovana elektrochemicka reakce je fizena difuzi.
V prostredi kyseliny chloristé byl téz studovan vliv vody na odezvu cholesterolu, kdy bylo zjisténo,
ze nejvyrazn€j$i pik poskytuje cholesterol v prostiedi obsahujicim 40% vody, a pik klesa
s klesajicim obsahem vody v prostiedi. Tento trend je opacny nez v piipadé oxidace cholesterolu na
borem dopované diamantové elektrodé, ziejmé kvuli odlisné adsorpci analytu na povrch elektrody.
Bylo provedeno méfeni kalibracni zavislosti v prostfedich s obsahem vody 40 %, 30 % a
miniméalnim moZnym obsahem pro 0,1 mol.I"! HClO4 v acetonitrilu, tedy 0,43 %. Pro vSechna
prostiedi byl vypoéten limit detekce, ktery je v rozmezi 4,83.10° — 24,4.10% mol.I"!. Rozdil
v detekénich limitech je do zna¢né miry dan opakovatelnosti odezvy, kterd roste s klesajicim
obsahem vody v zakladnim elektrolytu.

Zavér

Tato prace prokazala, Ze cholesterol lze detegovat voltametricky po jeho aktivaci vlivem
dehydratace v prostiedi silné kyseliny na elektrod¢ ze skelného uhliku. Dal$i optimalizace metody
muze vést k jejimu vyuziti pro stanoveni cholesterolu v redlnych matricich, napt. potravinaiskych
produktech, krevni plasmé apod. Metoda také poskytuje vychodisko pro ampérometrickou detekci
cholesterolu v prutokovych metodach.
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Tak ako sa neustale zdokonal'uju metody v oblasti charakterizacie chemickych zlu€enin, rastie
aj potreba vyvijat' a zdokonalovat' analytické metdédy zamerané na identifikaciu a stanovenie,
s cielom dosiahnut’ vysoku citlivost’, rychlu analyzu, postacujicu selektivitu a spolahlivé vysledky.
Zabezpecenie tychto poziadaviek mozno v sucasnosti dosiahnut predovsetkym vyuzitim
modernych separaénych alebo spektralnych metod. Pouzitie tychto metdd vSak vo vel’a pripadoch
vyzaduje zdihava predbeznu upravu vzoriek, vysoku cenu pristrojového vybavenia, finanéne
narocnu udrzbu a dlhy cas analyzy. Vhodnou alternativou k vy$Sie spomenutym metédam su
moderné elektroanalytické metddy, ktoré na celkové prevedenie experimentu vyZzaduji mensie
finan¢né naroky a poskytuju taktiez dostato¢ne presné a spravne vysledky. V niektorych pripadoch
je vd’aka miniaturizacii meracieho systému mozné analyzu realizovat’ priamo na mieste vyskytu
analytu.

Praca sa zaobera vyvojom pokrocilej elektroanalytickej metddy na rychle, jednoduché
a spolahlivé stanovenie synefrinu v doplnkoch vyzivy, ktoré Sportovci uzivaju za uéelom redukcie
hmotnosti, vyuzitim miniaturizovaného elektrochemického senzora na baze bérom dopovaného
diamantu. Borom dopované diamantové elektrody v sic¢asnosti nachidzaji uplatnenie v Sirokom
spektre analyz (klinicka a farmaceutickd chémia, environmentalistika a potravinarstvo) [1-6].
Synefrin je krystalickd, bezfarebna tuha latka, prirodzene sa vyskytujuca v horkych pomarancoch.

Ciel'om prace bolo:

(a) studium elektrochemického spravania synefrinu na bérom dopovanej diamantovej elektrode
pomocou cyklickej voltampérometrie a optimalizovat’ podmienky experimentu (vplyv pH
elektrolytu, posudenie charakteru elektrodového deja atd’.),

(b) vyuzitim diferenénej pulzovej voltampérometrie a voltampérometrie s pravouhlym pulzom
zostrojit’ kalibra¢né zavislosti a ur€it’ zakladné analytické (validacné) parametre,

(c) zhodnotit’ vplyv potencialnych interferentov (selektivita metody),

(d) aplikovat’ metodu na analyzu realnych vzoriek.

Vysledky naznacili, ze elektrochemickd oxidacia synefrinu sa v prostredi Brittonovho-
Robinsonovho pufru spH 2 je difaziou riadeny a ireverzibilny elektrodovy dej. Z kalibraénej
zavislosti sa v pripade diferenénej pulzovej voltampérometrie (DPV) ziskali nasledovné hodnoty
zakladnych analytickych parametrov: linedrny koncentraény rozsah 19,6 — 1000 uM; detekény limit
10,4 uM; relativna smerodajna odchylka 3,9% (opakovatelnost’ pre 10 merani pre 10 uM synefrin)
a Vv pripade voltampérometrie s pravouhlym pulzom boli (SWV) dosiahnuté hodnoty analytickych
parametrov: linearny koncentraény rozsah 9,9 — 1000 uM; detekény limit 8,7 uM; relativna
smerodajna odchylka 3,0%. Metdda bola aplikovana pri analyze vzoriek doplnkov vyzivy. Pri
technike DPV bola dosiahnutd vytaznost' na urovni 97,5% atechnike SWV 101,5 %. Predmet
dalsieho vyskumu Vtejto oblasti je zamerany na analyzu vzorky pomarancovniku horkého
(pomarancova kora, pomarancovy kvet, pomaran¢ovy plod (nezrely), pomarancovy étericky olej).
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Ako ilustrativny priklad, Obr. 1 zndzoriiuje voltampérometricki analyzu komerc¢ného doplnku
vyzivy Synephrine (GymBeam) metodou pridavku $tandardu (SP).
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4
‘ 2
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< 5.0
gy | mmeess 0.5 M HCIO,
- i Vzorka (GymBeam)
—1.SP
25| —2.SP
0.0 . . : . . , .
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E (V)
Obr. 1 — Diferen¢né pulzové voltampérogramy pre analyzu vzorky Synephrine (Gymbeam) v 0,5 M
HCIO,4 na bérom dopovanej diamantovej elektrode.
Standardné pridavky (SP) 1 mM synefrinu (SYN):
1.SP:1,5ml
2.SP:3,0ml
Vlozeny obrazok: Grafické zistenie koncentracie synefrinu metoédou pridavku Standardu.
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Neustale objavovanie a ziskavanie novych poznatkov v oblasti mediciny, biochémie a
klinickej chémie si vyzaduje vyvijat nové analytické metédy a postupy na identifikaciu
a stanovenie novoobjavenych latok ¢i inovovat a hladat” vhodnejsie alternativy k doposial
zauzivanym metédam na stanovenie znamych latok. PoZiadavky v praxi st kladené predovsetkym
na dosiahnutie rychlych a spolahlivych vysledkov pri ¢o mozno najnizsich finanénych nakladoch.
Moderné elektroanalytické met6dy tieto poziadavky vo velkej miere spiiiaju.

Prispevok sa zaobera vyvojom novej, dostatocne citlivej a rychlej elektroanalytickej metody na
simultanne stanovenie kyseliny mocovej akofeinu s vyuzitim pokrocilého elektrodového
materialu: miniaturizovanej borom dopovanej diamantovej (BDD) elektréde. Okrem nenaroéne;j
obsluhy minipotenciostatu patri medzi vyhody navrhovanej metody aj moznost’ jej aplikacie
priamo na potrebnom mieste.

Puriny a purinové derivaty st neodmyslitelnou sucastou zivych organizmov a si zahrnuté
v mnohych metabolickych procesoch ako kofaktory. V T'udskom organizme je hlavnym vysledkom
metabolizmu purinov kyselina mocova (skratka UA z anglického uric acid). Medzi purinové
derivaty patri aj kofein (skratka CAF z anglického caffeine) [1-4], ktory vyraznym sposobom
ovplyviuje koncentraciu UA v biologickych vzorkach.

Ciel'om predkladanej prace bolo:

1. vyvinat’ a validovat’ novi a dostato¢ne citlivii metodu pre simultanne stanovenie UA a CAF,
2. sledovat’ a vyhodnotit’ vplyv interferentov na stanovenie analytov,
3. aplikovat’ metodu na simultanne stanovenie UA a CAF v realnej vzorke (I'udsky mog).

Vd’aka najvyssim prudovym odozvam a dobre odliSitel'nym oxida¢nym pikom oboch analytov sa
ako zakladny elektrolyt vybral Brittonov-Robinsonov (B-R) pufor s pH 3. Z dosiahnutych
vysledkov sa zistilo, Ze pri nizkych polarizaénych rychlostiach je elektrodovy dej pri simultannom
stanoveni riadeny vylu¢ne difiziou, avSak pri vysSich uz méze na povrchu BDD elektrody
Ciastoéne dochadzat’” aj k adsorpcii produktov prislusnych elektrodovych reakcii. Kalibraéné
zavislosti (I, = f ()) boli zostrojené pre tri mody merania. Pri prvom mode narastala koncentracia
UA akoncentracia CAF zostala konstantna, pri druhom modde sa menila koncentracia CAF
a koncentracia UA sa nemenila a pri trefom mode narastali koncentracie oboch analytov sii¢asne
(Obr. 1). Citlivost’ metddy je charakterizovana hodnotou smernice prislusnej kalibraénej priamky.
V naSom pripade pri porovnani hodnét citlivosti dosiahnutych pri prvom meracom moéde mozno
tvrdit, ze pri DPV technike (0,0327 pA/uM) je priblizne 3-krat nizSia v porovnani so SWV
(0,0928 pA/uM). Pre druhy mdd sa vzhl'adom na hodnotu dosiahnutej smernice (0,3050 pA/pM)
ukazala SWV priblizne 2-krat citlivejsia ako DPV (0,1882 pA/uM). Pri trefom meracom mode sa
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DPV technikou dosiahli o ¢osi niz$ie hodnoty citlivosti pre UA (0,0141 pA/uM) aj pre CAF
(0,1126 pA/uM) ako v pripade SWV (0,0207 a 0,1793 pA/uM pre UA a CAF). LOD pri vsetkych
meracich modoch bola nizsia pre DPV. Pre treti mod v pripade SWV techniky bola dosiahnuta
LOD pre UA 6,0 uM a pre CAF 4,6 uM, zatial’ ¢o pri DPV sa dosiahli hodnoty LOD 3,9 uM pre
UA a 2,1 uM pre CAF. Podobne aj hodnoty relativnych smerodajnych odchylok (RSD) boli niZsie
pre DPV techniku. Obe techniky vsak poskytuju dostato¢ne citlivé a opakovatelné vysledky
merani S hodnotami RSD niz8§imi ako 5%, vdaka ¢omu je umoznend ich aplikdcia pri merani
realnych vzoriek. V danej praci predstavoval realnu vzorku 'udsky moé. UA sa v mo¢i zdravého
¢loveka nachadza prirodzene, o umoZziovalo jej analyzu priamo zo vzorky mocu. Roztok CAF
0 znamej koncentracii bol do vzorky pridany. V d’alsom kroku sa sledovali vplyvy kyseliny
askorbovej, glukézy, dopaminu a pyridoxinu na stanovenie UA a CAF. Ako interferenty boli
pouzité latky, ktoré mozu byt pritomné v l'udskom moci a ovplyviovat' tak vysledky analyzy
biologickej vzorky. Danti metdédu je mozné povazovat' v buducnosti za perspektivnu z pohl'adu
aplikacie v klinickej analyze.
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Obr. 1 DP voltampérogramy pre treti meraci mod na miniaturizovanej BDD elektrode pre
koncentracie UA a CAF (a — h): (a) 0 uM; (b) 4,63 uM; (c) 7,76 uM; (d) 18,8 uM; (e) 27,7 uM;
(f) 45,1 uM; (g) 70,8 uM; (h) 95,7 uM v B-R pufri (pH 3).

Vlozeny obrazok: kalibra¢né zavislosti |, = f (Cua) a I, = f (Ccar).
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Uvod

Smithiv-Lemliho-Opitzav syndrom (dale SLOS) je autosomalné recesivni onemocnéni,
zaptic¢inéné deficitem 7-dehydrocholestolreduktazy, ktera je zodpovédna za finalni krok
endogenni syntézy cholesterolu [1]. V séru a tkanich se metabolicka porucha projevi nizkou
koncentraci cholesterolu a obvykle nékolinasobné vyssi koncentraci 7-dehydrocholesterolu.
Pravé z tohoto diivodu se 7-dehydrocholesterol pouziva jako biomarker SLOS syndromu, kdy
jeho koncentrace v séru se pohybuje v rozmezi 179-335 pmol.I™t a v plodové vodé 12—-15
umol.I'? [2].Cholesterol je pro lidské télo nepostradatelnou latkou, jelikoz tvoti zaklad
bunéénych membran, je prekurzorem pro mnoho dalsich steroidnich molekul, jakymi jsou
napiiklad zlu¢ové kyseliny a pohlavni (steroidni) hormony [3]. Poruchy jeho biosyntézy maji
tudiz zavazné nasledky pti vyvoji lidského téla. Lidé se SLOS syndromem mohou mit podle
zavaznosti onemocnéni prenatalni a postnatalni retardaci ristu, mnohonasobné malformace a
rizné stupné mentalniho postizeni [4]. Pro stanoveni koncentrace 7-dehydrocholesterolu
v krevni plazmé a séru se nejvice vyuzivaji chromatografické metody — GC, HPLC
s hmotnostni detekci [5-7]. Elektrochemické metody se pouZzivaji pouze okrajové [8], jelikoz
steroidni jadro neobsahujici dvojné vazby je elektrochemicky neaktivni. Moznosti oxidace a
redukce jsou tedy ureny pocétem dvojnych vazeb ve steroidnim skeletu, ptipadné na
ptipojenych funkénich skupinach.

Cilem této prace je vyvoj metody voltametrického stanoveni 7-dehydrocholesterolu
Vv biologickych matricich (krevni sérum, plodova voda) pro prenatdlni screening SLOS
syndromu, za pouZiti borem dopované diamantové (BDD) elektrody. Tyto elektrody se
pouzivaji piedevs§im kvuli Sirokému potencidlovému oknu, dosahujicimu az 3,5 Vi ve
vodnych prostiedich, nizkému nabijecimu proudu, omezené adsorpci latek z analyzovaného
prostiedi a analytl a biokompatibilité [9].

Experimentalni ¢ast

Studovana latka 7-dehydrocholesterol byla zakoupena od firmy Sigma-Aldrich. Umélé
sérum bylo pfipraveno navazenim glukosy, mocoviny, albuminu, chloridu draselného,
vapenatého a sodného. Pracovni elektrodou byla borem dopovana diamantova elektroda, o
priméru 3 mm (S = 7,1 mm?) od vyrobce Windsor Scientific (Slough, Velka Britanie). Pied
zaznamenanim kazdé voltametrické kiivky byla elektroda lesténa pomoci suspenze aluminy
Vv destilované vodé, pokud neni uvedeno jinak. Pracovni prostor, ve kterém byla ponofena
pracovni elektroda s pomocnou (platinovy dratek), byl od referencni elektrody oddélen
meziprostorem, naplnénym 0,5 mol.I"* chloristanem sodnym v acetonitrilu. Referenéni
elektroda se skladala ze stfibrného dratku ponofeného do roztoku 0,01 mol.I™ dusi¢nanu
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stiibrného spolu s 1 mol.I"* chloristanem sodnym v acetonitrilu (Pleskovova referenéni
elektroda). Méfeni metodou cyklické a diferenéni pulzni voltametrie (DPV) probihala na
ptistojich: Eko-Tribo Polarograf (EkoTrend Plus, Praha), PalmSens (PalmSens BV,
Nizozemsko) a Autolab (Metrohm, Nizozemsko).

Vysledky a diskuze

Elektrochemicka oxidace 7-dehydrocholesterolu byla studovéana v prostfedi acetonitrilu
s vyuzitim kyseliny chloristé nebo chloristanu jako zakladniho elektrolytu. V pfitomnosti 0,1
mol.I"* kyseliny chloristé (obsah vody 0,43 %) dochazi zfejmé k dehydrataéni reakci a
ireverzibilni oxidaci pfi potencidlech +825 mV a +975 mV. Zatimco prvni signal klesa, druhy
signal od doby piipravy méfeného roztoku roste a prislusi tedy ziejmé oxidaci nékterého
produktu dehydratace. Priibéh dehydratace byl sledovan spektrofotometricky jako dopliikovou
metodou. Stabilizace odezvy nastava zhruba 40 min po piipravé roztokd. V nevodném
prostfedi  acetonitrilu s chloristanem sodnym jako zdkladnim elektrolytem je
7-dehydrocholesterol pfimo oxidovan pfi potencialu +795 mV. S rostoucim obsahem vody se
potenciél piku posouvd mirné k méné pozitivnim hodnotam a klesd, pro 70% obsah vody uz
nebyl pik rozpoznatelny od Sumu. Pro Kalibraéni zavislost 7-dehydrocholesterolu métenou
metodou DPV byl uréen limit detekce 0,19 umol.I"! (obsah vody 0,43 %) a 0,24 umol.I-!
(obsah vody 5 %). Jelikoz tento signal je stabilni, byla dale studovana moznost jeho vyuZiti
pro detekci 7-dehydrocholesterolu v umélém séru a plodové vodé. Bylo zjisténo, ze s
rostoucim obsahem séra a plodové vody V acetonitrilu doslo k rozsifeni potenciadlového okna,
zfejmé kvuli adsorpnim jeviim. Kalibracni zavislost méfend metodou DPV pro pomér
sérum:acetonitril 5:95 ma experimentalni detek&ni limit 20 pmol.I"t. Tento detekéni limit je
pomérné vysoky a odpovida koncentraci 400 pmol.I"t v séru, proto bude dalii prace zaméfena
na snizeni detekéniho limitu Gpravou vzorku (napf. testovani jinych pomért acetonitril-
matrice, vysrazeni proteint, jind preduprava elektrodového materialu, aplikace prutokové
analyzy).

Zavér

Tato prace ukazala, Ze voltametricka studie 7-dehydrocholesterolu jako biomarkeru SLOSu je
perspektivni metodou pro detekci. Pfedmétem dalSiho studia bude mechanismus oxidace a
dalsi optimalizace metody pro stanoveni 7-dehydrocholesterolu v modelovych vzorcich séra a
plodové vody.
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Uvod

V sacasnej pokrocilej spoloc¢nosti plnej vydobytkov techniky a priemyslu, zijeme
plnohodnotny zivot, aky bol snom nasich predkov pred rokmi. Pokrok vedy a mediciny zabranil
mnohym pred¢asnym umrtiam, technické zariadenia nam kazdy den ulahéuju zivot. Neexistuje
vsak ¢innost, pri ktorej by nedochadzalo k produkcii neziadticeho odpadu, ktorého mnozstvo
neustale narasta. Postupne sa prejavuje ohrozena biodiverzita, vizualne pozorujeme zniZenie
kvality riek a pod. [1]

Spolo¢nost’ pri kazdodennej spotrebe produkuje odpadové vody, ktoré sa nasledne
spracuvaju v Cistiarnach odpadovych vod. Pri gisteni vod dochadza k vzniku biologicky
rozlozitelného odpadu - kalu, ktory sa v mnohych pripadoch mixuje na kompost vyuzivany v
pol'nohospodarstve. V zahrani¢i je beznou praxou vyuzivat' susiarne kalov cistiarni
odpadovych vod, v ktorych sa kal odvodni a vysusi. Nasledne sa kal spali za ucelom
energetického zisku. Takymto sposobom sa ¢istiareri odpadovych vod stava menej zavislou od
dodavatel’a energii a predajom kompostu dokaze zvysit’ svoje zisky. Praca sa zaobera vyhodami
spojenymi s pridanim susiarne kalu ako technologického zariadenia do c¢istiarne a s tym
spojenou energetickou narocnost’'ou jej prevadzkovania.

Vypoctova cast’

Na Slovensku mame v sagasnosti viac ako 600 COV, aviak z ekonomického hradiska nema
vyznam uvazovat' o suseni kalu pre malé lokality. Ekonomicky sa za¢ina vyplacat’ susiaren kalu
az od krajskych miest, kde je pocet pripojenych obyvatel'ov 100 000 a viac. Z tohto dévodu
sme sa rozhodli vymedzit’ pracu pre krajské mesto Presov.

Na COV Presov je v stiéasnosti napojenych 154 983 obyvatel'ov z mesta Presov a okolitych
obci, ktori ro¢ne vyprodukuju 1609,8 ton susiny s podielom susiny 2,35%. Po odvodneni
percento susiny narastie na 21,1%. COV disponuje bioplynovym hospodarstvom s dennym

mnozstvom vyrobeného bioplynu 3086 m?3, t.j. 1 126 415 m®/den s obsahom metanu 64,2%.

Tab.1 Zadefinovanie redlnych mnoZstiev produkovanych kalov.

Poget obyvatel'ov pripojenych na COV 154 983 | obyvatelov
Produkcia suSiny v kale na 1 obyvatel'a 28,457 g/den
Produkcia susiny v kale pripojenych 441 g/deit
obyvatel'ov 1609,8 t/rok
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Vysledky a diskusia

Na zéklade chemicko-inZinierskych vypoctov sme potvrdili predpoklad, Ze mnozstvo
vol'nej energie obsiahnutej v bioplyne nie je rentabilnym zdrojom energie, preto uvazujeme
alternativu spal’ovania zemného plynu, pri¢om teplo nasledne vyuzijeme na su$enie.

< Qsa -

1. Zemny plyn 3. Spaliny
_ —
CH4+20; - CO2+ 2H,0 ——
X =098 = .
iy (02,CO2 H:0, N2)
il 2 Suchyvaduch
Ssiod . Suchy veduc]
t=20°C
Kn=13
wa=0,767
woz=0.233

Obr. 1 Schéma pre odvodenie materidlovej a entalpickej bilancie.

Zostavenim rovnic a vyuzitim itera¢ného vypoctu sa dopracujeme k vyslednej teplote spalin
na vystupe 1460°C. Ked'ze kal vstupuje do procesu susenia pri teplote 38°C, musime kalu dodat’
tepelna energiu na to, aby sa ohrial na 100°C a nasledne doslo k vypareniu vody, t.j. zmena
skupenského stavu z kvapaliny na plyn.

Tab.2 Definovanie mnozstva zemného plynu na proces susenia.

Teplo potrebné na odparenie poZadovaného mnozstva vody 1678 237 kd/h

Vyhrevnost’ metanu 35930 kd/ms

Objemovy tok metanu 46,71 mz/h

Objemovy tok zemného plynu 47,66 ms/h
Zaver

V zahrani¢i sa stava susenie kalu stale popularnejsou stcast'ou kalového hospodarstva,
ktoré suvisi nielen so znizenymi narokmi na skladovanie a prepravu ale aj so zdravotnou
nezavadnost'ou a moznostou energetického zisku. V praci boli zostavené zakladné bilancie,
ktoré poukazuju na roézne alternativy vyuzitia bioplynu a zemného plynu v procese susenia.
Poukazuje na moznosti zaradenia procesu susenia ako technologického kroku pri spracovani
kalu z gistenia odpadovych vod. Vd'aka poznatkom o technologickom vybaveni COV Presov a
pouzitim znamych zakladnych realnych parametrov gistiarne sa zistilo, ze na dosiahnutie
pozadovaného percenta susiny potrebujeme denne odparit’ 16 ton vody. So znalostami z
odbornej literatary sme dospeli k zaveru, ze na odparenie vody potrebujeme energiu 12 801
kWh denne. Pre nase tivahy sa zdrojom tepla stal kotol spalujuci zemny plyn so suchym
vzduchom, priom sme uvazovali zakladné zjednodusenia. Prepoc¢tom bol uréeny objemovy
tok zemného plynu na Grovni 47,66 ma/hodinu.

Literatara
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Uvod:

COV Nové Mesto nad Vahom je vybudovanid ako mechanicko — biologicka s anaerébnou
stabilizdciou kalu a plynovym hospodarstvom. V ramci intenzifikacie a rekonstrukcie COV bola
realizovana jej modernizacia a vystavba novych objektov, ktoré maji zabezpeCit' Cistenie
odpadovych vod regionu v stilade s poziadavkami NV SR €. 269/2010 Z. z., ktorym sa ustanovuji
poziadavky na dosiahnutie dobrého stavu vod. Pévodnda COV Nové Mesto n/V bola zastarand a
uvazovala iba s odstraiovanim organickych a nerozpustenych latok, pricom nebola schopna
odstrafiovat’ nutrienty (dusik, fosfor) podl'a poziadaviek sucasne platnej legislativy. COV produkuje
pomerne malé mnozstvo bioplynu a prevadzkovatel’ potrebuje vediet, ¢i si v kalovom hospodarstve
rezervy v spracovani kalu resp. v produkcii bioplynu. Cielom prace bolo zhodnotenie kalového
hospodarstva a optimalizovanie prevadzky kalového hospodarstva na COV Nové Mesto n/V.
Okrem toho boli uskuto¢nené orientacné flokulacné testy a test dostabilizacie kalu.

Experimentalna ¢ast’

V ramci praktickej Casti boli spracované prevadzkové udaje s cielom analyzovat cinnost
kalového hospodarstva COV. Navyse sme so vzorkami kalu z tejto COV vykonali niektoré
laboratorne testy na overenie u&innost pouZivaného flokulantu a hibky stabilizicie kalu.
Stabilizovany kal z COV sme podrobili CST testom. Vysledky CST (Capillary Suction Time) testu
st mierou odvodnitelnosti kalu a jeho princip je opisany napr. v praci Bodika a kol. [1], Kal sme
museli trikrat zriedit’, nakol’ko bol vel'mi koncentrovany. Po zriedeni sme uskutocnili CST testy
s davkovanim od 2 g/kg susiny do 14 g/kg susiny, kde 1 ml flokulantu predstavoval davku 2 g/kg
susiny. Toto davkovanie sme uskuto¢nili s flokulantami Praestol 853 BC, Praestol 859 BC
a Praestol 658 BC. Kal sme podrobili tiez tyzdiiovej dostabilizacii pri teplote 37°C, kde sme
sledovali aj dodato¢nt produkciu bioplynu. Po dostabilizacii sme testy zopakovali s rovnakym
flokulantami.

Teoretické mnozstva kalu boli vypogitané podl'a prace [2].

Vysledky a diskusia:

Teoretické aredlne mnozstvdA PK s zndzornené na obr. 1, kde mdZeme vidiet, Ze redlne
hodnoty mnozstva straty Zihanim (SZ) PK v priemere st 933,5 kg/d a priemerné hodnoty pre
teoreticky vypocet st 763,5 kg/d. Celkova priemerna hmotnost’ PK je 1370,78 kg/d s podiclom SZ
68,1 %.

Priemernd denna produkcia bioplynu podla prevadzkovych zaznamov bola 305,5 m®/d
S priemernym podielom metanu 60,8 %. Priebeh produkcie bioplynu a obsah metanu je uvedeny na
vyssie uvedenom grafe. Specifickd produkcia bioplynu bola 0,327 m3/kg SZ. Tato hodnota je
vysSia, ako st hodnoty, uvadzané pre prebytoény kal v literatare (0,2 — 0,25 m%/kg SZ [2].
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Obr. 1 Teoretické a redlne mnozstva PK Obr. 2 Priemern4 denna produkcia bioplynu

Z obr. 3 nam vyplyva, ze pred stabilizaciou najlepsie vysledky poskytol flokulant Praestol 853
avSak pri pomerne vysokej davke 12 g/kg susiny. Po tyzdilovej dostabilizacii sme dosiahli najlepsie
vysledky s flokulantom Praestol 658 akomodzeme vidiet' na obr. 4. Pri dostabilizacii bolo
vyprodukovanych dalsich 10 % bioplynu.

¢as odvodnenia kalu pred stabilizéciou ¢as odvodnenia kalu po tyZdiovej stabilizacii
350
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Obr. 3 Odvodnitelnost’ kalu pred stabilizaciou Obr. 4 Odvodnitelnost’ kalu po stabilizacii

Zaver:

Mnozstvo prebytoéného kalu je vysSie ako mnoZstvo vypocitané na zaklade kvality a mnozstva
odpadovych vod privadzanych na COV. Redlne mnoZstvo susiny prebytoéného kalu na zéklade
prevadzkovych udajov je 1370,78 kg/d s podielom SZ 68,1 %, Go predstavuje 933,5 kg/d SZ. Bez
intenzifikacie procesu anaerdbnej stabilizacie nie je mozné ocakavat’ zvySenie produkcie bioplynu,
avSak aj vsucasnosti je vzhladom na mnozstvo prebyto¢ného kalu pomerne vysokd. Zvysit
produkciu bioplynu by bolo mozné upravou technologickych podmienok (napr. intenzifikaciou
miesania) alebo dezintegraciou prebytocného kalu. Boli navrhnuté aj d’alsie testy flokulacie S inymi
flokulantami, s cielom optimalizace druhu a davky flokulaéného ¢inidla.

Literatira
[1] Bodik, I akol.: Laboratorium odboru II environmentalne technologie, Vydavatel'stvo SCHK

FCHPT STU, Bratislava (2016), ISBN-978-80-89597-47-5
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Uvod

Prirodné organické latky su pritomné vo vSetkych typoch povrchovych a podzemnych vod. Vo
vode maji viacero uloh a jedna z doélezitejSich je, Ze vplyvaju na transport a odstrafiovanie
znecistujucich latok. Okrem prirodnych organickych latok, ako désledok antropogénnych aktivit,
nekontrolovaného vypustania réznych typov odpadovych vdd do zivotného prostredia, vo vode su
Casto pritomné aj znedistujiuce organické latky. Okrem inych sem zaradzujeme aj farmaceutika a
hygienické prostriedky. Latky ktoré su sucast'ou tychto vyrobkov, kvoli ich ¢astému pouzitiu sa
l'ahko dostavaji do vodnych ekosystémov. Ohl'adom, Ze niektoré z nich nie su degradabilné, je
nutné preskimat’ moznosti ich odstranovania. V procesoch CcCistenia odpadovych vod na
odstraniovanie organickych znecistujucich latok sa ¢asto pouziva adsorpcia. NajcastejSie pouzivané
adsorpéné ¢inidlo je aktivne uhlie. Prirodné organické latky mozu mat’ rusiacu Glohu v procese
adsorpcie, pretoze prichadza ku kompeticii s molekulami zne€ist'ujicich latok.

Experimentalna ¢ast’

Skimana je adsorpcia benzofenonu na praskovom aktivnom uhli v réznych typoch vodnych
matric. Experiment bol vykonany bez a v pritomnosti nahradnych prirodnych organickych latok
vysokej anizkej molekulovej hmotnosti. Huminova kyselina je pouZivani ako nahradna latka
vel'kej molekulovej hmotnosti a ako malé molekuly pouzivané st L-serin, L-leucin a rezorcinol.
V pripade experimentu s huminovou kyselinou skiimané su efekty odstranovania benzofenénu v
pritomnosti H202 pri mensej (1 mg/l) a vdcsej (10 mg/l) koncentracii. VSetky pokusy st robené
dvakrat.

Vysledky a diskusia

Na zaklade vyhodnotenych vysledkov mézeme prist’ k zaveru, ze na G¢innost’ odstrafiovania
benzofenénu vplyva pridanie roztoku huminovej kyseliny (HA). Roztok HA zmensuje G¢innost’
12-14% v porovnani s matricou bez HA. Pridanie H2O. pri koncentracii 1 mg/l nema vel’ky vplyv
na ucinnost’, ale pri vicsej koncentracii H202 (10 mg/l) G¢innost’ odstraiiovania je o 5-6% vacsia
ako pre matricu s HA bez roztoku H20.. Nie je preskimané &i je priina tomu oxidacia
benzofenénu alebo prirodnych organickych latok.

Pridanie nahradnych organickych latok nizkych molekulovych hmotnosti Vv pritomnosti
nahradnych organickych latok vysokych molekulovych hmotnosti nema vyznamny vplyv na
G¢innost’ odstrafiovania benzofenonu procesom adsorpcie, v porovnani s matricou Vv ktorej su iba
molekuly huminovej kyseliny. Z druhej strany, ked” su v deionizovanej vode pritomné len malé
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molekuly organickej latky, istej koncentracii ako aj molekuly vysokej molekulovej hmotnosti,
dochadza k miernemu zlepSeniu procesu adsorpcie benzofendénu (G¢innost’ sa zviacsila o cca 5% a
dosahuje najvyssiu hodnotu 92%, v porovnani s ¢istou matricou).

Zaver

Ciel'om prace bolo skiimanie vplyvu roznych nahradnych prirodnych organickych latok na
adsorpciu benzofenénu na aktivnom uhli. Ako model prirodnych organickych latok vysokej
molekulovej hmotnosti pouzivala sa huminova kyselina (HA), kym L-serin, L-leucin a rezorcinol
boli modeli prirodnych organickych molekul nizkych molekulovych hmotnosti. V pripade
huminove]j kyseliny skiimana je adsorpcia bez a Vv pritomnosti peroxidu vodika, ktory sa Casto
pouziva ako oxidaéné ¢inidlo pri upravovani vod.

Vyhodnotenie vysledkov vplyvu nahradnych organickych latok na adsorpciu benzofenoénu na
praskovom aktivnom uhli hovori, Ze huminova kyselina zmenSuje Gcinnost adsorpcie, kym
molekuly nizkych molekulovych hmotnosti nemajt taky vplyv.

V pripade pridania H2O2 pozorujeme, Ze nizsia koncentracia (1 mg/l) nevplyva na ucinnost, ale
pri koncentracii 10 mg/1 tohoto oxida¢ného c¢inidla ucinnost’ adsorpcie benzofenénu sa zvicsila o
5-6% Vv pritomnosti prirodnych organickych latok. Nie je preskumané ¢i je pri¢ina tomu oxidacia
benzofenénu alebo prirodnych organickych latok.

V matriciach v ktorych s okrem HA aj organické molekuly nizkych molekulovych hmotnosti
nie je pritomna vyznamna zmena G¢iNNOsti odstraiovania benzofenénu vzhl'adom na matricu
Vv ktorej sa nachadza iba huminova kyselina. Na rozdiel od toho, ked’ si v matrici iba malé
organické molekuly, uc¢innost’ adsorpcie benzofenénu na aktivnom uhli je vicsia o 5%.

Moézeme tvrdit, Ze v pritomnosti huminovej kyseliny doslo k procesu kompeticie pri adsorpcii
benzofenénu. Mechanizmus je pravdepodobne upchatie porov praskového aktivneho uhlia, pretoze
v pritomnosti malych molekul do kompeticii nedoslo ani pri mensej koncentracii DOC (0,08 mg/l) a
ani pri vacsej koncentracii (3 mg/l), ktora je ekvivalentna koncentracii huminovej kyseliny.
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Uvod

Farbiva predstavuju vyznamnu skupinu syntetickych organickych latok bezne pouzivanych
v roznych priemyselnych odvetviach. V celosvetovom meradle sa roéne vyprodukuje asi 10° ton
farbiv, z ktorych sa takmer 50% v dosledku strat v procese vyroby apri priemyselnom vyuziti
uvoliuje vo forme odpadovych vod [1]. Z pomedzi dostupnych metdd ¢istenia kvapalnych odpadov
obsahujucich syntetické farbiva sa adsorpcia povazuje za lacnu a efektivnu technoldgiu. V literatdre
mozno najst mnozstvo prac zaoberajicich sa odstrafiovanim syntetickych farbiv vyuzitim
adsorbentov organického ianorganického pbvodu [2], pricom prevazuji §tadie zamerané na
adsorpciu textilnych farbiv. Iba zriedkavo sa objavuju prace zamerané na adsorpciu potravinarskych
farbiv bezne vyuzivanych na farbenie potravin, ale aj v kozmetickom a farmaceutickom priemysle
[3]. Kvoli svojmu nizkemu stupiiu fixacie, je velké mnozstvo nielen potravinarskych farbiv
vypustanych do vod, kde Casto sposobujii toxické Gcinky na vodny ekosystém uz pri nizkych
koncentraciach.

Cielom prace bolo ziskat’ experimentalne data kvantifikujlice sorpént separaciu erytrozinu B
pyrolyznym uhlim (biouhlim) pripravenym z drevnej $tiepky (WC) a kukuri¢nych oklaskov (CC)
a optimalizovat’ proces sorpcie vyuzitim metody Response surface (RSM). Anidnové farbivo
erytrozin B patri do kategdrie xanténovych farbiv a je vel'mi ¢asto pouzivané najmi v potravinarskom
priemysle.

Experimentalna cast’

Biouhlie sa pripravilo v rdmci spolupréce s Rakiskym technologickym institatom v Tullne
(AIT, Rakusko) procesom pomalej pyrolyzy pri 500°C a dobou zdrzania 120 min. Na zabezpecenie
anoxickych podmienok sa vyuzil Na. V experimentoch (Kinetika, sorpéna rovnovaha) sa pouzila
frakcia 0,5 — 1,0 mm. Experimentalne data boli charakterizované modelom vnitro-¢asticovej difuzie
a modelmi Langmuirovej a Freundlichovej izotermy. Na urcenie optimalnych podmienok sorpcie
erytrozinu B pyrolyznym uhlim bola pouZitdi metoéda odozvy povrchov (Response surface
methodology, RSM) s vyuzitim Box-Behnken dizajnu. Uskuto¢nili sme trojfaktorovy trojuroviiovy
experiment, pricom sme sledovali 3 parametre: poéiato¢nu koncentrécia erytrozinu B v roztoku
(mg/L), hodnotu pH v sorpénom systéme a tvrdost’ vody (ppm).

Vysledky a diskusia
V experimentoch sa zistila pomerne vysoké afinita biouhlia WC k aniénovému farbivu EB
v porovnani s biouhlim z kukuriénych oklaskov (CC). Kinetika sorpcie bola interpretovana z

mechanistického hladiska vyuzitim modelu vnutro-¢asticovej difizie, pri¢om pozorovana multi-
linearita naznaCuje ze proces sorpcie EB je kontrolovany viacerymi krokmi (diflzia EB cez hrani¢nt
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vrstvu, difGizia cez makro a mezopéry a difGzia v mikropéroch). Rovnovéha sorpcie EB biouhlim WC
je dobre opisatelnd modelom Freundlichovej izotermy (R? = 0,995), ktord je vhodna na opis
neidealnej sorpcie resp. sorpcie na heterogénnom povrchu. Pri najvys$sej po¢iatoénej koncentréacii EB
(191 mg/L) bola zistena aj maximalna sorpéna kapacita erytrozinu B (12,9 + 1,0 mg/g WC). Sorp&né
experimenty potvrdili vyznamny vplyv pH ovplyviujuci sorpciu erytrozinu B, pricom sorpcia EB
stlpa s klesajicou hodnotou pH a najvyssie hodnoty dosahovala v rozmedzi pH 3.3 - 4,0.

Na uréenie korelacie medzi $pecifickou sorpciou Qeq (Mg/g) erytrozinu B pyrolyznym uhlim
WC a sledovanymi nezavislymi premennymi (pH, tvrdost’ vody, po¢iato¢na koncentracia erytrozinu
B) sme vyuzili viacndsobntl regresnti analyzu v programe Design Expert 11. Proces sorpcie EB
pyrolyznym uhlim WC je ovplyviiovany hodnotou pH roztoku a pociato¢nou koncentraciou EB v
roztoku. Naopak, tvrdost’ vody nemala takmer Zziadny vplyv na sorpciu EB (Obr. 1). Optimalne
hodnoty pre adsorpciu EB pyrolyznym uhlim z drevnej stiepky uréené pomocou RSM boli Co = 148
mg/L, pH 4,0 a tvrdost’ vody 200 ppm s maximalnou $pecifickou sorpciou Qeq = 13,22 mg/g.

A B
& &
wh (ppm)
Obr. 1 Kombinovany u¢inok poéiatoénej koncentracie EB (mg/L) a pH (A) a tvrdosti vody
a pH (B) na sorpciu EB pyrolyznym uhlim z drevnej Stiepky.
Zaver

Parametricka optimalizacia potvrdila, Zze proces sorpcie EB pyrolyznym uhlim WC je
ovplyvilovany hodnotou pH roztoku a poéiatoénou koncentraciou EB v roztoku. Naopak, tvrdost’
vody nemd takmer Ziadny vplyv na sorpciu EB. Uvedené vysledky naznaluji, Ze pyrolyzne uhlie z
drevnej Stiepky je vhodnym sorbentom na odstranovanie anidnovych farbiv z kontaminovanych vod.
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INTRODUCTION

Most of the desalination plants worldwide are based on the reverse osmosis process,
which produces drinking water and a concentrated solution of various salts. Disposal of
this brine solution, similarly to disposal of landfill leachate, mining waters and others
highly concentrated solutions in general, is linked with environmental difficulties, as
they are in many cases simply released into the surroundings. If extraction of minerals
dissolved in these solutions in valuable form was possible, not only environmental cost
for their disposal could decrease, it could bring some new economic aspects to this, or
even become a profitable part of the process [1].

One of the options how to achieve this is membrane crystallization. This emerging
technology is funded on Donnan dialysis process [2] coupled with reactive
crystallization/precipitation process. It has a lot of advantages in comparison with
reactive crystallization, as it gives better control over the crystallization process,
selected mass transfer, improved hydrodynamics and others, which, in the end, allow
us to obtain crystals of high purity and narrower size distribution [3].

Membrane crystallization was already applied for magnesium recovery, by experiments
with flat-sheet homogenous membranes [4]. Problems of this approach are low
productivity (formation density) and significant scaling of the product in the membrane
module, which is considered the most significant drawback of the process. According to
the results of our experiments, conversion and formation density of product in hollow
fibores membrane module highly exceeded possibilities of flat-sheet ion-exchange
membranes.

MATERIALS AND METHODS

In this study, such a promising process was applied in experiments to obtain Mg(OH),
from solutions of MgCl, and NaOH, flowing on the opposite sides of the anion-
exchange hollow-fibres. Hollow-fiore membrane modules with various number of
fibres were used with MgCl, solution flowing on the lumen side and NaOH solution
flowing on the shell side of hollow-fibres.
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RESULTS AND DISCUSSION

Mentioned advantages of membrane crystallization have been confirmed, as by
modulations of concentration of used solutions and their flow rates we were able to
cause increase or decrease of ion transfer — this is, in accordance with our observation,
the most important characteristic of the process, as conversion and crystal size are
dependent on the amount of transferred ions. Co-current and counter-current flow
were compared as well, in favour of co-current flow — this type of mutual flow had a
much higher conversion rate, exceeding the conversion rate of counter-current flow by
20%.

Apart from this, the hollow fibres membrane module has more feasible options for
scaling reduction in comparison with flat-sheet membranes. In the experiments, glass
beads were used as an abrasive, with partial success — the amount of Mg(OH), in the
solution was 2.5 times higher than in the experiments without the glass beads. Still,
more than 90% of the product remained in the module, as scaled particles.

To evaluate the feasibility of this process in desalination plants, artificial brine solutions
have been prepared and used as the source of Mg2+ — purity of crystals obtained from
brine solutions were different, depending on the brine solution composition. Brine with
a low amount of Ca** proved to be more usable, with the purity of synthesised crystals
above 98.6%, which confirms the high economic potential of process, as the price per
ton of Mg(OH), highly depends on its purity.

Usage of Ca(OH), as a much cheaper source of (OH) ions proved to be highly
ineffective — despite the conversion of the process, calculated from Mg2+
concentrations, was above 30%, a significant part of the product remained inside of a
module, in form of scaling.

Keywords: brine disposal, membrane crystallization, hollow-fibres, Mg(OH),
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Uvod

V sti¢asnosti sa Goraz viac riesi otazka recyklacie fosforu. Tato otdzka vznika aj z dévodu, Ze
dochadza k zmensujicim sa zasobam fosforu v dostupnych horninach, a preto sa hl'ada sekundarny
zdroj fosforu. Jednym z moznych zdrojov fosforu sa povazuju ¢istiarenské kaly.

Jednou z moznosti ako ziskat' a recyklovat’ fosfor je aplikacia Cistiarenskych kalov priamo na
podu. Pri tejto aplikacii je problém, Ze kal ma tendenciu koncentrovat’ polutanty z odpadovych vod a
pri aplikécii kalov na pddu dochadza ku kontaminécii Zivotného prostredia.

V poslednej dobe sa niekol’ko vedeckych skupin venovalo vplyvu pH na mnozstvo desorbovanych
lieGiv a drog. Zistili, ze pri zmene pH na kyslu alebo zésaditu oblast’ dochadza k zvysenej desorpcii
lie¢iv a drog. Tato skuto¢nost’ by sa mohla vyuzit' na zlepSenie kvality Cistiarenského kalu [1].

V préaci budeme testovat’, ¢i pri zmene pH dochddza k zvySenej desorpcii dusika a fosforu.

Experimentalna cast’

Analyzoval sa Gistiarensky kal, ktory bol odobrany z komunalnej COV Vrakuiia — Bratislava.
Vzorka kalu bola odobrana po anaerébnej stabilizacii a naslednom odvodneni kalu. Takyto anaerébne
stabilizovany kal sa odoberal z kontajnerov pripravenych na odvoz. Odber prebichal pocas troch dni
a odoberal sa rovnaky objem kalu (asi 500 ml). Vzorky sa zmieSali a homogenizovali. V takto
pripravenej vzorke sme gravimetricky stanovili koncentracie celkovych latok podl'a Horakovej a kol.
[2]. Dalej sme vzorky podrobili desorpénym testom v kyslej (pH = 2, pH = 4), neutralnej (pH = 7)
a zasaditej oblasti (pH =9, pH = 12). V d’alsom kroku boli roztoky kalu prefiltrované a nasledne bola
zistovana koncentracia dusika a fosforu v kale a filtrate.

Fosfor- stanovovala sa koncentracia desorbovaného fosforu vo filtrate a fosfor dostupny pre
rastliny vo vysusenom kale po desorpcii podla Murphy a Riley metddy [3]. Dalej sa stanovovala
koncentracia celkového fosforu vo vysuSenom kale po desorpcii podl'a modifikovanej metody
Betholda, Zimmera a Schumanna [4].

Dusik- koncentraciu desorbovaného celkového dusika a amoniakalneho dusika vo filtrate sme
stanovovali pomocou kyvetovych setov. Pre desorbovany celkovy dusik sme pouzili kyvetovy set
LCK 338 (20 — 100 mg/l) a pre desorbovany amoniakéalny dusik sme pouZili kyvetovy set LCK 304
(0,015 — 2,0 mg/l). Celkovy dusik v kale sa stanovoval elementarnou analyzou na pristroji MACRO
cube od firmy Elementar Analysensysteme.

Vysledky a diskusia

Fosfor- za normalnych podmienok (pH = 7) nedochadzalo k vyznamnej desorpcii fosforu,
namerana hodnota bola 251 mg P/kg susiny kalu, ¢o predstavuje menej ako 1 % z celkového fosforu
pritomného v kale. Podobné hodnoty ako pre pH = 7 boli namerané aj v zasaditej oblasti.
kalu. Najvyssie hodnoty boli namerané v kyslej oblasti, konkrétne u pH = 2 vidime maximalnu
hodnotu desorbovaného fosforu a to 2931 mg P/kg susiny kalu. Sice je tato hodnota oproti ostatnym
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pomerne vysoka, stile nepredstavuje vyznamné mnozstvo, pretoze tvori iba priblizne 11 %
z celkového fosforu v kale.

M Celkowy fosfor v kale Il Desorbovany fosfor M Celkavy dusik v kale
M Olzen fosfor Ml Desorbovany amoniaking dusik
40000 [ Celkowy desorbovamy dusik
-
o ¥z 30000 o 50000
y -'; — L} L ] L] Il [ ] ' £ - - - -
53585 . 40000 - -
$ & »m 20000
Ve msx ° 30000
SE8F 10000 b 20000
0 e 5 10000 - ~ = = -~
PK 2 4 7 8 12 0 = .5 -
pH PK 2 4 7 3 12
Obr. 1 Porovnanie celkového fosforu, desorbovaného Obr. 2 Porovnanie celkového . dusika v Kkale,
celkového fosforu a Olsenovho fosforu pre vsetky desorbovaného celkového a amoniakalneho dusika
sledované pH aporovnanie celkového fosforu vo filtrate pre vetky sledované pH a pre pdvodny
a Olsenovho fosforu pre pdvodny kal (PK) kal (PK)

Dusik- rovnako ako pri fosfore aj pri dusiku pri neutralnych podmienkach nedochadzalo
k vyznamnej desorpcii dusika. V zasaditej oblasti, konkrétne pre pH = 12 bola namerana najnizsia
koncentréacia pre celkovy desorbovany dusik (5666 mg N/kg susiny kalu) a amoniakalny dusik (3882
mg N/kg susiny kalu, ¢o predstavuje 8,8 % z celkového dusika pritomného v kale). Za to naopak,

najvyssie namerané hodnoty boli rovnako ako pri fosfore v kyslej oblasti, konkrétne u pH=2.

Zaver

Ciel'om prace bolo zistit’, ¢i anaerdbne stabilizovany kal, ktory bol podrobeny desorpénym testom
Vv kyslej, neutralnej a zésaditej oblasti, stile obsahuje vyznamné mnozstvo dusika a fosforu.
Teoreticka Cast’ prace sa venuje informaciam a poznatkom, ktoré stvisia s touto problematikou.
Experimentélna Cast’ sa zaobera desorpénymi testami a naslednej analyze dusika a fosforu.

Z vysledkov analyzy vyplyva, Ze uprava pH kalu nespésobuje vyznamnu desorpciu fosforu
a dusika. Avsak, najlepsie predpoklady pre Gpravu &istiarenského kalu na pol'nohospodarske tGcely st
viditeI'né pre zasaditi oblast’ (pH = 12), kedy desorpcia fosforu a dusika bola najnizsia, a naopak,
desorpcia lie¢iv a drog bola najvyssia v porovnani s neutralnymi a kyslymi podmienkami.

Pri tejto metdde bude urcite potrebné ratat’ aj s vy§§imi finanénymi nakladmi a bude potrebné
vymysliet, ako sa bude d’alej nakladat’ s filtratom, ktory ziskame po desorpcii. Takyto filtrat bude
obsahovat’ mnozstvo lie€iv a drog a bude nutné ho d’alej spracovat’, resp. zneSkodnit’.
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Uvod

Ochrana vod je Vsucasnosti spojend so snahou znizit' vyskyt eutrofizacie. Dodsledkom
zvySujuceho sa poctu obyvatel'stva, prudkej industrializacie a intenzivneho pol'nohospodarstva sa
nutrienty zacali vyskytovat' vo vodach v neprirodzene vysokych koncentraciach. Jeden z prisne
sledovanych nutrientov vo vodach je aj dusik (N). Jeho odstraiiovanie sa na Sistiariiach odpadovych
vod uz desatrocia vykonava tzv. ,Standardnymi® procesmi nitrifikacie a denitrifikacie. AvSak
vzhl'adom na energeticki naro¢nost’ tychto procesov je v stCasnosti pozornost technologov
venovana skiimaniu aj novych, uspornejsich alternativnych procesov [1].

Jednym z nich je aj nitrifikacia 1. stupna s inhibiciou nitrifikacie 2. Stupna (nitritacia). Tento
skrateny proces, v ktorom sa oxidacia amoniakalneho dusika N — (NHz + NH,") zastavi na
dusitanoch N — (HNO; + NO;) je v8ak v prirode neprirodzeny a preto aj napriek jeho vyhodam je
jeho plnoprevadzkové uplatnenie stile obmedzené [2]. Na jeho uplné zadlenenie do vodnej linky
Cistiarne odpadovych vod je potrebné vykonat d’al§ie vyskumy spojené s jeho experimentalnym
overenim. Prave takému vyskumu sa venuje predkladand praca, v ktorej sa overuju poznatky
ziskané z predchadzajucich vyskumov, pricom namiesto syntetickej kalovej vody bola v
experimente pouzita realna kalova voda.

Experimentalna cast’:

Praca sa venovala nabehu nitritaného reaktora spojeného s adapticiou inokula, ktorym bol
aktivovany kal ziskany z mestskej COV so $tandardnym odstraiovanim nutrientov. Snahou bolo
inhibovat’ NOB baktérie bez toho aby bola negativne ovplyvnena ¢innost AOB. Experiment trval
95 dni (teplota 18 — 25°C) a bol realizovany v laboratornom reaktore so semikontinudlnym
pritokom a odtokom s objemom 3 litre a s objemovym zat'azenim 0,16 kg.m™.d. Ako substrat bola
pouzita realna kalova voda, v ktorej boli koncentracie (N — (NHz + NH4")) na arovni 500 mg.1™,
CHSK (priemernd) 295 mg.1™*, P — POy (priemerny) 28 mg.1™", KNKy4s 42 mmol.I", molarny pomer
HCO3 : N — (NH3 + NH;") bol meneny podla aktualnej hodnoty pH (1,2 — 2,2). Do reaktora sa
substrat davkoval trikrat denne, pricom pocas vikendov bolo jeho davkovanie pozastavené.

Vysledky a diskusia

V tejto praci sme overovali ziskané vysledky z doterajsich nabehov nitritaného reaktora, avSak s
pouzitim realnej kalovej vody z mestskej COV. V pripade realnej kalovej vody sa na§ experiment
zadal s neriedenou vodou, &o znamena, Ze koncentracia N — (NHsz + NH;") uz od samotného
zaiatku experimentu bola 500 mg.I™,

Pocas 1. tyzdna bola koncentracia N — (NH3; + NH,4") na odtoku maximalne 25 mg.l'l, z ¢oho
vyplyva, Ze sa odstranilo viac ako 95% z pritekajiccho N — (NH3 + NH;"). Koncentracia
N — (HNO, + NO,) bola v danom obdobi 100 az 230 mg.I* a N — (NO3) 80 az 280 mg.1?, teda
v reaktore boli aktivne AOB aj NOB baktérie. Pocas nasledujucich 2 tyzdinov doslo k zhor$eniu
ucinnosti  nitrifikdcie 1. stupfia, ¢o sa prejavilo postupnym zvySovanim koncentracie
N — (NHz + NH4") na 260 mg.I" a koncentracia N — (NO3) klesla z priblizne 270 na 20 mg.1™
Aktivita AOB a NOB baktérii bola v tomto obdobi inhibovana, ¢o bolo sposobené pritomnostou
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nedisociovaného amoniaku N — NH3 (pri pH ca. 9 az 120 mg.I™"). Pomer HCOs : N — (NH3 + NH,")
bol vzhl'adom na vysoké pH zniZeny z hodnoty 1,7 na 1,2.

V 4. tyzdni zacalo pH v reaktore vyrazne klesat’ na troven hodnot 6 az 6,5, ¢o indikovalo, Ze sa
ginnost AOB baktérii obnovila (produkcia H' iénov). Koncentracie N — (HNO, + NOy) stapli az
nad 300 mg.I™ a koncentracie N — (NHz + NH,") klesli na troveii 100 mg.1?, ¢o znai o G&innosti
nitrifikacie 1. stuptia okolo 80%. Nizke koncentracie N — (NO3") naznacuju, ze NOB zostali
nad’alej inhibované a ich aktivita sa v podstate zastavila. Aby bola dosiahnuta u¢innost’ nitrifikacie
1. stuptia viac ako 90%, bolo potrebné zvysit HCOs : N — (NHz + NH; ") na 1,7.

V nasledujucich tyzdiioch pokracovala prevadzka vysokoudinného nitritaéného reaktora bez
problémov. AOB dosiahli G¢innost’ vy$Siu ako 90% za stabilnej inhibicie NOB baktérii a teda
nabeh sa podaril a reaktor bezal v ustdlenom rezime. Preto sme sa v 9. tyzdni rozhodli vykonat
overovaci experiment, kedy sme umelo navyzili pH zmenenim pomeru HCO3 : N — (NH3 + NH;")
na hodnotu 2,2. Hodnoty pH boli v rozmedzi od 7 do 8,5, ¢o viedlo k zvySeniu aktivity NOB
baktérii. Koncentracie N — (HNO, + NOy) postupne klesali a7 pod 250 mg.I™. Koncentracie
N — (NO3) zadali rast’ a dosiahli hodnoty viac ako 200 mg.l'l. Tieto vysledky potvrdili, ze
pritomnost’ nedisociovanej N — (HNO,) je nevyhnutna na stabilnu inhibiciou NOB. Od 12. tyzdia
sme molarny pomer HCO3 : N — (NHz + NH4") z dovodu snahy znizit' pH znizili. V tomto obdobi
sice doslo ku kratkodobému narastu koncentracie nedisociovanej N — (HNO>), av§ak NOB sa nam
nepodarilo spétne inhibovat’. Nitritaény reaktor sa zmenil na nitrifikaény a takym ostal az do
ukoncenia experimentu.
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Obr. 1: Priebeh koncentracii disociovanych Obr. 2: Priebeh koncentréacii nedisociovanych
foriem dusika a pH od ¢asu experimentu foriem dusika od ¢asu experimentu
Zaver

Adaptacia AOB a NOB baktérii na pritokovi koncentraciu amoniakélneho dusika (500 mg.1™)
bola rychla, uspesné a bezproblémova (hned prvy tyzdeii sa dosiahla uc¢innost’ viac ako 95%).
V na$om experimente sa nam podarilo potvrdit’ vysledky z predchadzajicich experimentov so
syntetickou kalovou vodou, z ¢oho vyplyva, Ze amoniak je prvotnym inhibitorom NOB baktérii
a pritomnost’ nedisociovanej kyseliny dusitej je ziadana pre d’al$iu stabilni inhibiciu NOB baktérii.
Hodnoty pH v rozmedzi od 6 do 6,5 inhibovali dlhodobo NOB aj pocas vikendovych odstavok bez
davkovania substratu, pricom ¢innost’ AOB nebola ovplyvnena.
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Introduction

In the last decade, release of many persistent organic compounds such as nitrogen oxides (NOx)
into the atmosphere has become one of the major environmental problems. NOy are mostly emitted
from human activities and are responsible for serious ecological and human health damages. The
attempts to eliminate NOx action result in the development of various technologies to reduce their
concentration in the atmosphere. Photocatalytic oxidation of pollutants gained attention in recent
years as a cost-effective air purification technology that mainly uses photocatalysts based on
semiconducting metal oxides (e.g. TiO2) and organic polymers like C3Ns. The photocatalytic
process is coupled with the generation of charge carriers (electrons e and holes h*) under the UVA
or visible light (VIS) irradiation, followed by the formation of free radicals, e. g. reactive oxygen
species in the presence of water and molecular oxygen, which are able to degrade completely
pollutants to CO2, water and mineral substances (e. g. NOs™ in the case of NOy). Graphitic carbon
nitride (g-CaN4) represents promising photocatalyst for numerous applications due to its excellent
thermal and chemical stability and energy band gap of 2.7 eV, which enables activation under VIS
irradiation. Since the main problem of titanium oxide is absorption of UV radiation only and the
valence-band-edge position of the g-C3N4 does not allow direct formation of hydroxyl radicals by
reaction of water and photogenerated hole, the preparation of composite photocatalysts using both
semiconductors bring new challenges [1,2]. Our contribution is oriented on the detailed EPR study
of photoinduced processes of composite photocatalysts prepared by mixing the chemically
exfoliated graphitic carbon nitride and TiO2 P25 in various weight ratios via sonication in water and
organic solvents.

Experimental Details

The composite photocatalysts g-C3aN4:TiO2 were prepared by research group of C. Trapalis in
National Centre of Scientific Research “Demokritos” Athens, Greece. The X-band EPR spectra at
room temperature and 100 K were measured to evidence the presence of paramagnetic species in
g-CsN4 powders in dark and upon UVA and VIS exposure. The EPR spin-trapping and spin-scaven-
ging techniques were used to test the photocatalytic activity of composite photocatalysts upon UVA
(LED@365 nm) and VIS (A > 420 nm) exposure in aqueous and dimethylsulfoxide (DMSO)
suspensions. The detailed description of in situ EPR experiments is summarized in Ref. [3].

Results and Discussion

The EPR spectra of g-C3sNs powder prepared by annealing melamine measured at 100 K or
room temperature confirmed the presence of a single line with g = 2.0033, which is characteristic
for graphitic carbon nitrides. The additional signals superimposed on this isotropic singlet were
found in the EPR spectra of chemically exfoliated g-CsNas, indicating the generation of other
paramagnetic species during exfoliation process. Upon photoexcitation of g-CaNs powders with
UVA and VIS radiation an increase in the intensity of singlet at g = 2.0033 was observed, more
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significant for the exfoliated sample. The drastic chemical treatment causing the g-CaN4 exfoliation
leads to changes in g-CaNs structure and chemical composition, resulting in the increased
photoinduced formation of reactive paramagnetic species. The ability of studied photocatalysts to
generate reactive radicals in aqueous and dimethylsulfoxide dispersions during UVA and visible-
light irradiation was tested by EPR spin-trapping and the detected spin-adducts were assigned to the
addition of HO® and O2"/°O2H radicals to spin trap i.e. 5,5-dimethyl-1-pyrroline N-oxide (DMPO).
The detected DMPO-adducts show that while ©DMPO-OH dominated for photocatalysts with higher
content of TiO2 P25, ‘DMPO-0,/02H prevailed for composites with higher amount of g-CsNs (Fig.
1). The formation of superoxide radical anions in DMSO suspensions as corresponding ‘DMPO-0,~
spin-adduct was confirmed upon UVA and VIS exposure in all tested photocatalytic systems
indicating the effective transfer of photogenerated electron to molecular oxygen. The EPR spin-
scavenging technique showed that the highest photoactivity upon UVA exposure of aqueous
suspensions possesses the photocatalytic system based on composite with higher amount of P25.

o A = 365 nm ! . .
Ti0,:9-CoNy———e——> Ti0,:g-C5N, (h* + &) TiO,:9-C3N,
' (9:1wt.)
h* + OH- — *OH & +0,-0;"
h* + H,0 — OH + H* e+ 0, + 2 H* - H,0,
(notallowed forg-C;N,) e +H,0,+H" —*OH + H,0 ‘DMPO-OH (88 %)
‘DMPO-0,7/0,H (12 %)
DMPO**
ﬁ_) N ‘DMPO-OH (22 %)
DMPO -oH H0 *DMPO-0,7/0,H (78 %)
——————> ‘DMPO-0OH
H,;C
. W7 M 0,/*OH :
HyC T > ‘DMPO-0,H TiO,:9-C3Ny
o (1:9wt.)

Figure 1. Alternative mechanisms of DMPO spin-adducts generation upon UVA exposure
of TiO,:g-CsNscomposites in water.

Conclusions

The exfoliation process of g-CsNa4 resulted in photocatalysts with the improved generation of
photogenerated charge carriers and with the reduced recombination rate. The results of EPR
experiments confirmed that the composites with the higher amount of titania are efficient in the
systems where the hydroxyl radicals represent the main player responsible for the degradation of
persistent organic compounds. On the other hand, photocatalysts with dominant g-C3N4 content are
effective in the systems, where the superoxide radical anions play a key role (e. g. decomposition of
NOy).
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Zeolity patria v dne$nej dobe medzi aktivne $tudované materialy vdaka ich §irokému vyuZitiu
najma ako katalyzatory syntéz, filtre plynov alebo rézne primesi do stavebnych hmét. Aj napriek
spominanému §irokému uplatneniu je zeolit vo vacsine lomov pozadovany za neziaduci az odpadovy
materidl. V poslednych rokoch sa zafalo uvazovat' o pouZiti zeolitov ako nosi¢ov v pomaly
posobiacich hnojivach vd’aka ich vysokej afinite k NH4* pocas ionovej vymeny. Hnojiva s pomalym
posobenim su jednym z rieSeni, ktorym je mozné znizit' zatazenost’ pody a udrzat’ jej maximalnu
vytaznost. Pomaly posobiace hnojiva nevyzaduju ziadne vyrazné zmeny v infrastruktire a v
potrebnej technike. Tym ze znizuju pocet cyklov pocas sezony, ktoré musia stroje vykonat’
roznaSanim hnojiva taktiez znizuji néklady na pohonné hmoty. Pomaly pdsobiace hnojivo alebo
hnojivo s kontrolovanym vypustanim, ako uz nazov napoveda, funguje na postupnom uvolnovani
hnojivej zlozky do pddy na rozdiel od beznych hnojiv, ktoré hnojiva zlozku dodavaju narazovo.

Na pripravu zeolitického pomaly pdsobiaceho hnojiva sa prirodny zeolit nehodi v désledku
vel’kého mnozstva neziaducich katidnov kovov a inych negistét v jeho Struktare. Vyhodou prirodného
zeolitu je ale vysoky obsah katiénov alkalickych kovov a kovov alkalickych zemi, najma K*, ktoré
maju taktiez funkciu hnojiva. Priprava syntetickych zeolitov na ucely hnojiva doteraz zndmymi
postupmi a technolégiami je neekonomicka preto je vyhodnejSie nizko nakladovym procesom
prirodny zeolit upravit’ — aktivovat’. Aktivécia zeolitu, na material vhodny do pomaly pdsobiaceho
hnojiva, sa realizuje oSetrenim roztokom soli s kationom kovu s nizkou afinitou na zeolit potom
osetrenim kyselinou a nakoniec sa takto aktivovany zeolit obohacuje o hnojivu zlozku.

Pocas aktivacie vplyva na vysledny zeolit najmé ako efektivne dokaze zvolena kyselina odstranit’
kationy zo Struktury zeolitu. Po¢as obohacovania zeolitu vplyva na vysledné mnozstvo hnojivej
zlozky niekol’ko faktorov: teplota, kontaktny ¢as, rychlost’ mieSania, mnozstvo zeolitu, poc¢iato¢na
koncentracia NHs" a pH roztoku. Vplyv tychto javov je mozné sledovat’ pomocou adsorpénych
izoteriem (Langmuirova, Freundlichova, Langmuir-Freundlichova, Redlich-Petersonova)®?,
kinetickych (pseudo-prvy kineticky poriadok, pseudo-druhy kineticky poriadok, Weber-Morrisov,
Banghamov, Elovichov)®® a difuznych modelov (model ,vlastnej“ difiizie, Maxwell-Stefanov
model)®. Na zaklade vysledkov tychto modelov je mozné opisat’ spravanie sa vysledného zeolitu
Vv roznych podmiekach pocas pripravy aj uzivania hnojiva. Zaroven je mozné navrhnut' optimalnu
metodu na pripravu pomaly pdsobiaceho hnojiva.

Ked'ze zeolit sa vo vodnom roztoku podiela na vodivosti v ovela niz§ej miere ako v fiom
naviazané hnojivé zloZky v podobe NH4* a prebytkovych katiénov alkalickych kovov a kovov
alkalickych zemi je mozné vlastnosti pripravené¢ho hnojiva studovat’ na zéklade jeho rozpustnosti vo
vodnom stipci a s tym spojenej zvy3ujiicej sa vodivosti vodného stipca. Nami pripravené pomaly
posobiace hnojivo na baze zeolitu vykazovalo porovnatelné a v pripade pouZitia kombinovanej
,,membrany* lepsie vlastnosti ako komeréne dostupné pomaly posobiace hnojiva.

(1) Lin, L.; Lei, Z.; Wang, L.; Liu, X.;