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Predslov

Mili G&astnici konferencie, »Buducnost patri tym, ktori veria v krdsu svojich

. snov.” Nikola Tesla
s radostou vés vitame na 27. roéniku Studentskej

vedeckej konferencie Fakulty chemickej a
potravinarskej technoldgie STU. Tento rok opat
otvdrame dvere do sveta vedeckého badania,
objavov a tvorivosti, ktory sa za tie roky stal
pevnou sucastou akademického Zivota nasej
fakulty.

Tesi nds najma skutoénost, Ze nasa konferencia sa
stale viac stava miestom, kde mladi vedci nielen
prezentuju svoje prace, ale aj in3piruju a vzajomne
si obohacuju poznatky. Vybudovali sme komunitu,
v ktorej nachadzaju uplatnenie nielen Studenti
vysokych $kél, ale aj strednych $kdl, a kde mladé
talenty m6zu naplno rozvijat svoj potencial.

doc. Ing. Milena Rehdakova, PhD.

garant konferencie za STU,
Tato konferencia je pre vas skvelou prileZitostou

zapojit sa do dynamického sveta vedy, nadviazat
cenné kontakty a ziskat skusenosti, ktoré vam
mézu vyrazne pom0Oct na vasej vedeckej a
profesiondlnej ceste. Kazdy vas prispevok, bez
ohladu na jeho rozsah, moze byt malym krokom k
obohateniu nasej spolo¢nej vedomostnej zakladne
a velkym krokom smerom k osobnému rozvoju a
uspechu.

prorektorka pre oblast vzdelavania
a starostlivosti o Studentov

uspechov a nezabudnutelnych zazitkov pocas celej
konferencie. Verime, Ze dnesny dern vam poskytne
novy pohlad na vase Studentské i vedecké usilie a
podnieti vas k dalSiemu tvorivému badaniu.

Prajeme vam Uspe3nu a podnetnu konferenciu! prof. Ing. Lucia Biro%ovd, PhD.

garant konferencie za FCHPT STU,

prodekanka pre denné a externé bakalarske
Stadium, inZinierske a doktorandské stadium,
dalie formy vzdeldvania, socidlnu starostlivost
o Studentov
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Abstract

Developing a rapid and versatile synthetic route is a crucial step for advancing porphyrinic
metal-organic frameworks (PMOFs) materials in catalysis. In this contribution, we report the
preparation of Zr-PCN-222 and a broad range of its metalated derivatives (Pd, Zn, Ni, Cu, and Pb)
using a streamlined three-step microwave-assisted method. The photocatalytic activity was
systematically evaluated through light-driven hydrogen evolution reaction (HER) experiments.
Notably, the Pd analogue, Zr-PCN-222(Pd), displayed the highest performance, achieving HER
activity under both UV and visible light comparable to state-of-the-art benchmarks synthesized by
far more laborious procedures.

Introduction

Porphyrinic metal-organic frameworks (PMOFs) represent an important subclass of MOFs,
constructed through the integration of metalloporphyrins (MPs) into their frameworks to yield
porous, crystalline architectures. Owing to the redox activity and distinctive light
absorption/emission characteristics of MPs, PMOFs have emerged as promising materials for
applications in energy conversion, photocatalysis, and sensing.

The photocatalytic hydrogen evolution reaction (HER) refers to the generation of hydrogen
molecules from water using a photocatalyst activated by UV or visible light irradiation. This
reaction is widely regarded as a highly sustainable approach to green hydrogen production and has
driven extensive research in sustainability and solar fuel technologies over recent decades.?

Our work focuses on developing a rapid microwave-assisted synthesis of a series of metalated PCN-
222 derivatives (M = Pd, Zn, Ni, Cu, Pb) that enables ready access to metalated PMOFs and
expands their potential applications, demonstrated here as heterogeneous photocatalysts. Their
photocatalytic performance was evaluated in light-driven hydrogen evolution, with PCN-222(Pd)
showing the highest activity under both UV and visible irradiation, comparable to previously
reported benchmark PMOFs.

Materials and methods

The preparation of metal-free PCN-222 and its metalated derivatives was accomplished based on a
modified procedure reported previously.® Photocatalytic HER tests were conducted at 15 °C with
continuous stirring for a total duration of 3 h in asealed reactor irradiated from a side. At 1 h
intervals, the evolved gas was sampled and analyzed by GC.*

Results and discussion



The powder X-ray diffraction (PXRD) patterns of the as-obtained PCN-222 and its metalated
derivatives (Figure 1a) closely match those reported for PCN-222 in the literature, confirming both
successful synthesis/metalation and the high crystallinity of the PCN-222(M) series. Additionally,
the reflections at 7.3° and 9.8° are indicative of the hexagonal framework characteristic of PCN-
222.

Among all tested compounds, PCN-222(Pd) exhibited the highest HER activity, producing 120.5
pumol g! of Ha after 3 h of UV light illumination. This performance suggests efficient transfer of
photoexcited electrons from the porphyrin moiety to the Pd centers, where they participate in proton
reduction to generate dihydrogen. Under narrow-band visible-light irradiation, PCN-222(Pd) also
maintained a notable HER rate of 24.1 umol g™, only 3-5 times lower than that observed under UV
illumination (Figure 1b).

(a) (b)
PCN-222(Pb) : : .
| g R —C 0] PON-222(Pd)
< 5 —— PCN-222(Zn)
g - poNEPd) 1004 —@— UV light —o— Visible light
3 Simulated PCN-222

‘ml structure

Intensity (a.u.)
Rate (umol.g'h")

T T T T T T T
00 05 1.0 15 20 25 30

26 (degree)

Figure 1. (a) PXRD spectra obtained for the fabricated PCN-222(M) (M = Pd, Zn, Ni, Cu and Pb),
and (b) HER activity of PCN-222(Pd) under UV- and visible-light radiation.

Conclusion

To put in a nutshell, a rapid microwave-assisted strategy was employed to synthesize PCN-222 and
its metalated derivatives with Pd, Zn, Ni, Cu, and Pb. Owing to its strong visible-light absorption,
PCN-222(Pd) exhibited substantial photocatalytic activity under both UV and visible irradiation.
The stability and recycability of the most active photocatalyst was further confirmed by sustained
HER performance over continuous cycles. This work demonstrates the potential of metal-integrated
PMOFs in photocatalysis and paves the way for their broader applications.
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Uvod:

Opakovatel'na recyklovatelnost’ je jednou z najvacsich vyhod hlinika, pretoze pri recyklovani
dochadza k zachovaniu vicsiny fyzikalnych a chemickych vlastnosti. Aj ked’ si hlinik po recyklacii
zachovava vacsinu svojich vlastnosti, mézu sa objavit' rozdiely v mechanickych vlastnostiach,
mikrostrukture alebo pri celkovej povrchovej kvalite, o mdze ovplyvnit' narocnost’ nasledného
spracovania alebo jeho zivotnost’. Hlinik a jeho zliatiny sa daju efektivne povrchovo upravovat’ za
ucelom zlepsenia ich vlastnosti. Jednou z najpouzivanejsich povrchovych tprav je anodicka oxidacia
hlinika, kde sa na povrchu vytvara ochranné vrstva oxidu hlinitého, zabezpecujica lepSiu koréznu
odolnost’ materialu, odolnost’ vo¢i oderom, teplotnym zmenam a taktiez izolaciu materialu.

Efektivnost’ a kvalita povrchovej upravy uzko stvisi s typom a vlastnostami hlinikovej zliatiny,
sposobom vyroby zliatiny, no taktiez aj s pritomnostou legujucich prvkov, ktoré ovplyviuji
elektrochemické spravanie povrchu.

Praca je zamerand na S$tadium vlastnosti recyklovanej a nerecyklovanej hlinikovej zliatiny.
Skuimané boli rozdiely v zloZeni, farebnosti a kordznej odolnosti neupravenej ako aj anodicky
oxidovanej vzorky zliatiny hlinika. Bolo potrebné najst’ vhodné podmienky anodickej oxidacie pre
oba typy zliatin tak, aby doslo k vytvoreniu vrstvy oxidu hlinitého s hraibkou minimalne 10 pm [1].

Vykonavala sa prirodna a tvrda anodicka oxidacia vzoriek zliatin hlinika.

Experimentalna ¢ast’:

Anodicka oxidacia bola uskuto¢nena v elektrolyte zriedenej kyseliny sirovej (oznacované aj ako
metoda GS) za pouzitia pradovej hustoty 2,2 A/dm? po dobu 60 minut. Priemerna hrubka vytvorenych
vrstiev oxidu hlinitého dosiahla 10 pm pri recyklovanych a 15 pm pri nerecyklovanych zliatinach.

Parameter L * sa vyhodnocoval pred a po ponoreni vzoriek zliatin do roztoku pripraveného podla
normy ASTM po dobu 168 hodin.

Kordzna odolnost’ sa §tudovala meranim zmien samovol'ného kordézneho potencialu v prostredi
simulujicom vzdu$ni atmosféru. Merania boli uskutonené pred a po ponoreni vzoriek zliatin po
dobu 168 hodin do roztoku pripraveného podl'a normy ASTM simulujuceho vzdusni atmosféru.

Vysledky a diskusia:

Pri porovnani efektivnosti anodickej oxidacie pri rovnakych podmienkach bola priemerna hrubka
vytvorenej vrstvy oxidu hlinitého 1,5x vidcsia pre nerecyklované hlinikové zliatiny ako pre
recyklované.

Pomocou EDX analyzy sa potvrdilo, ze skiimané zliatiny obsahuji kremik a mangéan ako legujtce
prvky. Bliz§im pozorovanim morfolégie povrchu sa preukazali rozdiely medzi recyklovanymi a
nerecyklovanymi vzorkami.



Pri pozorovani parametra L* pred a po ponoreni vzoriek do roztoku simulujiceho atmosférické
podmienky na dobu 168 hodin dosiahla najvaésiu zmenu (pokles) vzorka recyklovanej anodicky
neupravenej zliatiny.

Potencidl vzoriek pred a po ponoreni do ASTM roztoku na 168 hodin
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Obrazok ¢.1: Grafické znazornenie zmeny samovol'nych koréznych potencialov vzoriek zliatin
s r6znou upravou pred a po ponoreni do ASTM roztoku na 168 hodin.

Po meraniach samovol'ného korézneho potencidlu vzoriek zliatin s r6znou povrchovou upravou
pred a po ponoreni do roztoku simulujuceho atmosférické podmienky na dobu 168 hodin sa udaje
graficky znazornili.

Z grafu sa da pozorovat’ zmena samovol'ného kordzneho potencialu vzoriek zliatin k zapornejSim
hodnotam pre vzorku nerecyklovanej zliatiny s prirodnou anodickou oxidaciou, ¢o znamena, ze
vzorka umoziiuje komunikaciu idénov roztoku so zdkladnym materidlom. Posun samovolného
kordézneho potencialu ku kladnejsim hodnotam pre vsetky ostatné vzorky znaci lepsiu kordznu
odolnost’.

Z uvedenych udajov vyplyva, Zze kordzne najodolnejSou zliatinou v danom prostredi po 168
hodinach bola nerecyklovana tvrdo anodicky oxidovana zliatina hlinika.

Zaver:

Na zéklade vysledkov anodickej oxidacie sa vyhodnotilo, Ze pre tispe$né vytvorenie vrstvy hrubej
asponn 10 um pre obe zliatiny je potrebné pouzit’ elektrolyt s odporac¢anou koncentraciou HoSOs
a AI**, asu anodickej oxidacie 60 minut a za pouZitia pridovej hustoty 2,2 A/dm?,

EDX analyzou sa potvrdila pritomnost kremika a mangadnu ako legujucich prvkov
u nerecyklovanej ako aj recyklovanej zliatiny hlinika.

Meranim farebnosti vzoriek zliatin sa zistilo, ze k najvicsej zmene vo farebnosti k zapornejSim
hodnotam doslo pri vzorke recyklovanej anodicky neupravovanej zliatiny.

Na zaklade merania kordznej odolnosti sa ako najodolnejSia vzorka =zliatiny preukazala
nerecyklovana tvrdo anodicky oxidovana zliatina.

Vysledky merani potvrdili vplyv sposobu spracovania hlinikove;j zliatiny na kvalitu. Morfologia,
vytvorend hrabka oxidu hlinitého po anodickej oxidacii a korézna odolnost’ st rozdielne porovnanim
recyklovanej a nerecyklovanej hlinikovej zliatiny.
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Uvod

V stcasnosti sa chemicky priemysel stéle viac sustred’'uje na ,,zelené* technologie a na vyvoj
novych metoéd vyroby chemikalii s minimalnym dopadom na Zivotné prostredie, a to z dovodu
zhorSovania environmentalnej situacie a vycerpania neobnovitel'nych zdrojov energie. Medzi takéto
latky patri aj etyltetrahydrofurfuryléter (ETFE). ETFE je potencidlne vyuZiteI'ny ako prisada do paliv,
pretoze ma vysoké cetanové &islo, znizuje emisie pevnych ¢astic, dymu, oxidov dusika a siry?.

Je to nesymetricky éter, ktory sa tradi¢ne pripravuje Williamsonovou syntézou. Tento spdsob
pripravy vyuziva reagenty, ktoré predstavuju znacné riziko pre zivotné prostredie a I'udské zdravie.

ETFE je mozné vyrabat’ aj z obnovitelnych zdrojov, predovsetkym z furfuralu. Furfural patri
medzi najperspektivnejsie latky pochadzajice z biomasy. Vyroba éterov na baze furfuralu prebieha
v dvoch hlavnych krokoch: najprv sa furfural hydrogenaciou premiena na furfurylalkohol alebo
tetrahydrofurfurylalkohol (THFA) a nésledne sa tieto zlugeniny éterifikuju s vybranym alkoholom
(napr. etanolom). Tento proces vyzaduje pouzitie kyslych katalyzatorov. Jednou z najvyznamnejsich
skupin heterogénnych katalyzatorov, ktoré sa v tychto reakciach vyuzivaju, su zeolity.

Experimentalna ¢ast’

Praca sa zameriava na §tudium ucinnosti vybranych typov heterogénnych katalyzatorov na
pripravu ETFE éterifikaciou THFA a etanolu (EtOH). Ako katalyzatory boli pouZité ionovymenné
zivice typu Amberlyst a zeolity s roznymi typmi $truktar a pomermi Si/Al. Boli skimané vplyvy
reakénych podmienok, ako st reakéna teplota, a vlastnosti katalyzatora — pomeru Si/Al. ETFE bol
syntetizovany vo vsadzkovom reaktore. Reakéna zmes obsahovala EtOH a THFA v pomere 5:1 a
vybrany kysly heterogénny katalyzator. Reakcia prebiehala pocas piatich hodin za staleho miesania
pri réznych reakénych teplotach. Dalej reakéna zmes sa ochladila a katalyzator sa odstranil filtraciou.
Reakéné produkty sa analyzovali pomocou plynovej chromatografie. Na zaklade kalibracnych
kriviek $tandardnych roztokov ETFE a THFA sa stanovila konverzia THFA, vytazok ETFE
a selektivita tvorby ETFE.

Vysledky a diskusia

Skumali sme vplyv reakénej teploty na Ucinnost Katalyzatora zeolit H-ZSM-5(25). Tento
katalyzator sme testovali pri Styroch réznych teplotach. Najlepsie vysledky sa dosiahli pri 190 °C,
kde vytazok ETFE dosiahol 10,0 %, konverzia THFA 39,1 % a selektivita tvorby ETFE 25,5 %. Pri
200 °C uz vytazok ETFE klesol na 7,8 %, preto bola ako optimalna reakéna teplota zvolena 190 °C.

Na zéklade zistenia, Ze optimalna reakéna teplota je 190 °C, boli nasledne testované rozne typy
zeolitovych katalyzatorov za rovnakych reakénych podmienok (190 °C, 5 hodin). Najvyssi vytazok



a selektivita tvorby ETFE boli dosiahnuté pri pouziti katalyzatora H-ZSM-5(25). Preto sa tento
katalyzator ukazal ako najvhodne;jsi pre tvorbu ETFE.

Dalej sme sktimali vplyv roznych pomerov Si/Al katalyzatora H-ZSM-5(25) na tvorbu ETFE pri
190 °C. Najnizsi vytazok ETFE (6,5 %) s najvysSou selektivitou (32,2 %) sa dosiahol pri najnizSom
pomere Si/Al = 15. S narastom pomeru Si/Al na 40 sa vytazok ETFE zvysil na 7,7 %, konverzia
THFA na 41,9 %, ale selektivita klesla na 18,3 %. Najlepsi vysledok bol pri katalyzatore s pomerom
Si/Al = 25, kde vytazok ETFE dosiahol 10,0 %, konverzia THFA 39,1 % a selektivita tvorby ETFE
25,5 %.

Bola tiez testovana ucinnost’ réoznych typov idnomenenych zivic pri teplote 190 °C. Najlepsi
vysledok dosiahol katalyzator Amberlyst 39W s vytazkom ETFE 24,5 %, konverziou THFA 76,0 %
a selektivitou tvorby ETFE 32,3 %.

Po sérii experimentov na pripravu ETFE, ktoré sme realizovali za r6znych reakénych podmienok,
boli vybrané dva katalyzatory s najvy$Sou ucinnostou, ato Amberlyst 39W a H-ZSM-5(25).
Selektivita tvorby ETFE tychto katalyzatorov je podobna: 32,3 % a 25,5 %. Vytazok ETFE je vyssi
pri pouziti katalyzatora Amberlyst 39W (24,5 %) oproti 10,0 % pri H-ZSM-5(25). Konverzia THFA
dosahovala 76,0 % pri katalyzatore Amberlyst 39W a 39,1 % pri pouziti H-ZSM-5(25). Je v§ak nutné
poznamenat’, Ze katalyzator Amberlyst 39W sa pri teplote 190 °C rozpada a kyslé centra sa vymyvaju
do reakénej zmesi, ¢im ju znedist'uje. Taktiez ho nie je mozné recyklovat’.

Zaver

V tejto praci sme sa venovali procesu pripravy etyltetrahydrofurfuryléteru éterifikaciou
tetrahydrofurfurylalkoholu s etanolom v kvapalnej faze pouzitim heterogénnych katalyzatorov.
Vysledky ukazali, Ze najlepSie vysledky poskytli katalyzatory H-ZSM-5(25) a Amberlyst 39W.
Porovnanie katalyzatorov ukazuje, Ze napriek vysSiemu vytazku ETFE pri pouziti katalyzatora
Amberlyst 39W je zeolitovy katalyzator H-ZSM-5(25) lepsim variantom pre pripravu ETFE. Zeolity
maju vyssiu tepelnt stabilitu ako idbnovymenné Zivice, ktoré sa v procese reakcie mozu degradovat’ a
stracat’ svoju aktivitu. Vd’aka tymto vlastnostiam sa zeolity je mozné pouzit’ niekol’kokrat, ¢o je
vyhodné pre vyrobu éterov.
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Uvod

Magnetickd rezonancia (MRI) je zndma svojim vynikajucim kontrastom mikkych tkaniv.
Avsak konvenéné MRI techniky maju obmedzenu schopnost’ zobrazovat’ tvrdé tkaniva, ako st Kosti
a zuby, kvéli ich nizkemu obsahu proténov a velmi kratkym relaxaénym Casom spin-spinovej
relaxacie T2. [1,2] To vedie k slabym alebo uplne chybajicim signalom, ktoré zabrafiuju ich
priamemu zobrazeniu.

Stidie ukazuju, Ze MRI moze dosiahnut’ rozmerovii presnost’ porovnatelnii s kuZePovym
la¢om CT (CBCT) pri vybranych zubnych a maxilofacialnych §trukturach [3,4]. Okrem toho sa
MRI skiima aj na posudenie mikroarchitektiury kosti a na sti¢asné zobrazovanie tvrdych aj
mikkych tkaniv, ¢im sa roz§iruju jej moznosti v diagnostike a vyskume [5,6].

Tato praca sa zamerala na pripravu komplexnych Struktur z bioaktivnej keramiky. Takéto
Struktiry sa experimentalne Studovali pomocou magnetickej rezonanénej metddy v prostredi
fyziologického roztoku ako nahrada kostného tkaniva. Vyhodou MRI zobrazovania oproti CT je
absencia ionizujiiceho rontgenového Ziarenia.

Experimentalna cast’

Na pripravu 3D Struktar imitujucich tvrdé tkanivo sa pouzil experimentalny filament, ktory
obsahoval 50 % (hm.) farmaceutického hydroxyapatitového (HAP) prasku. Tento filament bol
vyvinuty na Oddeleni anorganickych materialov, FCHPT, STU. 3D S§truktury, ktoré sa pouzili pri
vyskume sa vytlagili na 3D tladiarni Creality Ender 5 Pro (Cina). Bolo vytlatenych niekolko
Struktir diskového tvaru s priemerom od 5 do 30 mm a hribkou 2 mm. Podmienky tlade boli
nastavené na 200 °C pre trysku a 60 °C pre podlozku.

Vsetky MRI experimenty sa robili na horizontalnom magnete s indukciou 4,7 T (Agilent,
Yarnton, UK) s pouzitym gradientom SGRAD 205/120/HD/S s vnutornym priemerom 12 cm a
maximalnou intenzitou gradientu 400 mT/m. Na meranie bola pouzita RF cievka (STARK contrast,
Erlangen, Germany) s priemerom 25 mm pracujiica v kvadratGrnom rezime. Na zobrazenie
skafoldov vo fyziologickom roztoku bolo pouzité rychle spinové echo (FSEMS) a gradientové echo
(GEMS) v 2D sekvencii s rozliSenim 256x256 pixlov za ¢asovi dobu 3 mintty. Na vytvorenie 3D
snimku HAP §truktary sa vyuzila FSEMS sekvencia s rozliSenim 128x128x128 pixlov s ¢asom 9
hodin a 10 minuat, ¢im sa ziskalo izometrické rozlisenie vzorky 0,1 a 0,5 mm. Na dosiahnutie
roznych kontrastov sa vyuzil dlhy ¢as opakovania 3000 ms, vratane T2- a T1- vaZenych obrazov.



Vysledky

Vsetky vytlacené 3D Struktiry sa dali do pece, kde sa odstranilo organické polymérne spojivo
(obrazok 1 vlavo). Nasledne sa vzorky spekali pri 1300 °C po dobu 1 hodiny, ¢im sa dosiahli ich
kone¢né mechanické vlastnosti (obrazok 1 vpravo). Po odstraneni spojiva boli vnitorné steny
Struktiry jemne zvlnené, ¢o vSak nepredstavovalo problém pre $tiidium ich zobrazovania pomocou
MRI. Po spekani sa na vzorkach zmerali rozmery a porovnali s rozmermi vychodiskovych Struktir.
Vypocitalo sa linearne zmrStenie pre vsetky vzorky pricom v horizontadlnom smere dosiahlo
hodnotu 36,3 % + 0,7 % a vo vertikalnom 31,9 % + 1,2 %.

MRI meranie sa uskutocnilo na biokeramickej HAP Struktare, ktora sa vlozila do injekénej
striekacky, do ktorej sa nasledne natiahol Cerstvy fyziologicky roztok. Vzorka bola tiplne ponorena
Vv roztoku (obrazok 1 vpravo). Takto pripravend vzorka sa vlozila a zafixovala v cievke magnetu.

Vzorky sa merali na MRI, ¢im sa ziskali relativne kvalitné snimky pouzitych Struktir. Na
obrazku 2 je zobrazend 3D Struktura hydroxyapatitovej keramiky v horizontdlnom reze, pri¢om
hribka rezu bola 0,5 mm s izotermickym rozlisenim 0,1 mm. Z vysledkov MRI merania je zrejmé,
ze Struktira umiestnend vo fyziologickom roztoku bola UspeSne zobrazend s velmi dobrym
kontrastom a rozliSenim jednotlivych detailov ako napriklad zvinené steny infilu.

S . — TR

Obrazok 1: Snimky HAP Struktary v horizontdlnom reze zmerané spin echo 3D sekvenciou s

izometrickym rozlisenim 0,1 mm.
Ziskané MRI snimky naznacujui, Ze nepriame zobrazenie biokeramiky, ktora mimikuje tvrdé
tkaniva by mohlo byt vyuzité pri pozorovani regeneracie kostnych tkaniv v ¢ase bez negativneho
dopadu ioniza¢ného Ziarenia v porovnani s CT technikou. Pri porovnani 2D a 3D snimkov sa v 3D
snimkoch vyskytuje menej artefaktov z dovodu lepsicho priestorového zarovnania roviny snimania
s rovinou vzorky. Po nastaveni MRI na mikroimaging sa ziskalo rozlienie 0,05 mm, ¢o by
teoreticky bolo dostatoéné aj na kontinudlne zobrazenie rastu kostnych buniek. Na zaklade
literatiry by mezenchymalne kmenové bunky mali byt vo velkosti 0,01 - 0,03 mm rézneho tvaru v
zavislosti od zdroja. [update] Ak by velkost ATSC buniek bola na urovni rozlisenia MRI, tak je
velka pravdepodobnost’, ze rast buniek, alebo ich aktivita by boli viditelné pri pouzitom MRI
rozliSeni 0,1 mm a hriibke vrstvy 0,5 mm.
Zaver

Vysledky tejto prace ukazali, Ze sa pomocou 3D tlace uspesSne pripravili hydroxyapatitové
skafoldy, ktoré sa daji zobrazovat’ metddou mikro-MRI (u-MRI). Pri analyze p-MRI sa
porovnavali sekvencie spinového a gradientového echa, pricom gradientové echo je horsie z dovodu
vyraznejsich artefaktov. Zaroven tato Stidia navrhla zakladné zhodnotenie moznosti p-MRI na
zobrazovanie malych vzoriek a zaroven ukazuje aj potenciall MRI na opakované merania
implantovanych biokeramickych skafoldov in vivo.

10



Pod’akovanie

Za finaSurvey of MRI Usefulness for the Clinical Assessment of Bone Microstructure podporu
d’akujeme Slovenskej grantovej agentire VEGA (Cislo grantu VEGA 1/0070/22) a Agenture na
podporu vyskumu a vyvoja v ramci zmluvy ¢ APVV-21-0173, APVV-23-0352 a projektu
»ZvySovanie kapacit a kompetencii univerzit vo vyskume, vyvoji a inovaciach“ (,,ACCORD*)
ITMS2014+:313021X329, spolufinancovaného Eurdpskym fondom regionalneho rozvoja.
Literatira

[1] Mastrogiacomo, S.; Dou, W.; Jansen, J. A.; Walboomers, X. F. Magnetic Resonance Imaging of Hard Tissues and
Hard Tissue Engineered Bio-Substitutes. Molecular Imaging and Biology. 2019, pp 1003-1019.

[2] Florkow, M. C.; Willemsen, K.; Mascarenhas, V. V.; Oei, E. H. G.; van Stralen, M.; Seevinck, P. R. Magnetic
Resonance Imaging Versus Computed Tomography for Three-Dimensional Bone Imaging of Musculoskeletal
Pathologies: A Review. Journal of Magnetic Resonance Imaging. 2022, pp 11-34.

[3] Chong, L. R.; Lee, K.; Sim, F. Y. 3D MRI with CT-like Bone Contrast — An Overview of Current Approaches and
Practical Clinical Implementation. European Journal of Radiology. 2021.

[4] Fligge, T.; Hovener, J. B.; Ludwig, U.; Eisenbeiss, A. K.; Spittau, B.; Hennig, J.; Schmelzeisen, R.; Nelson, K.
Magnetic Resonance Imaging of Intraoral Hard and Soft Tissues Using an Intraoral Coil and FLASH Sequences.
Eur Radiol 2016, 26 (12), 4616—-4623.

[5] Soldati, E.; Rossi, F.; Vicente, J.; Guenoun, D.; Pithioux, M.; lotti, S.; Malucelli, E.; Bendahan, D. Survey of Mri
Usefulness for the Clinical Assessment of Bone Microstructure. International Journal of Molecular Sciences.
2021, pp 1-27.

[6] Algarin, J. M.; Diaz-Caballero, E.; Borreguero, J.; Galve, F.; Grau-Ruiz, D.; Rigla, J. P.; Bosch, R.; Gonzdlez, J. M.;
Pallas, E.; Corberan, M.; Gramage, C.; Aja-Fernandez, S.; Rios, A.; Benlloch, J. M.; Alonso, J. Simultaneous
Imaging of Hard and Soft Biological Tissues in a Low-Field Dental MRI Scanner. 2020, 10 (1).

11



Priprava bionafty z odpadnych olejov

Adam Vanko, Miroslava BéreSova, Michal Hornacek

Fakulta chemickej a potravindrskej technologie STU v Bratislave
Radlinského 9
812 37 Bratislava
Slovenska republika

xvankoa@stuba.sk
Uvod

Ciel'om tejto prace bolo vyvinit’ vhodny alternativny proces pripravy bionafty, ktory by bol
Setrnejsi k zivotnému prostrediu a ekonomicky udrzatel'ny.

Pojem bionafta vd¢sinou predstavuje dlhé retazce metylesterov mastnych kyselin (Fatty Acid
Methyl Esters, FAME) z rastlinného alebo Zivocisneho tuku. Vyraba sa transesterifikaciou
triacylglycerolov s alkoholom s nizkou molarnou hmotnostou, ktorym je najcastejSie metanol. Ako
zdroje triacylglycerolov sa pouzivaji vacsinou rastlinné oleje ako napriklad sojovy, palmovy alebo
repkovy. Bionafta sa moze pouzivat’ ako palivo samo o sebe ale zatial’ je komercne dostupné ako
primes do nafty fosilneho povodu v zastupeni 5 % az 10 %. [1]

Transesterifikacia je nukleofilna chemicka reakcia premeny jedného molu triacylglycerolu na
ester vymenou alkoxy skupiny esteru s alkoholom za pritomnosti zasaditého katalyzatora. Zasadity
katalyzator poskytuje negativne nabité aktivne centra kde sa adsorbuje metanol za vzniku
alkoxidového i6nu. Interakciou tohto i6nu s alkylovou skupinou triacylglycerolu a alkoholu vznika
intermediat s tetraédrickou $truktirou. Z povrchu katalyzatora sa potom naviaze H™ na tento
intermediat a vznikd metylester. [2, 3]

Konvenény spdsob vyroby FAME vyuziva homogénny katalyzator — najéastejSie vodné
roztoky hydroxidov alkalickych kovov. Ako priklady heterogénnych zasaditych katalyzatorov, ktoré
su l'ah$ie separovatel'né z reakénych zmesi a tym environmentalne prijatel'nejsie, st napriklad oxidy
kovov (CaO, BaO, MgO), zmesné oxidy kovov (Al203-Zn0), zeolity, hydrotalkity, katalyzatory na
béze alkalickych kovov, organické tuhé zasady. [4, 5]

Hydrotalkity patria do triedy zmesnych vrstevnatych dvojitych hydroxidov. Ich Struktira
je odvodena od brucitu (Mg(OH>)) v ktorom i6ny Mg?" a OH- tvoria oktaéder. Vieobecny $trukturny
vzorec hydrotalkitov je:

[Mn>*Mm?*(OH)z(n+m)|m + [AxJm/x ‘- xH:0,
kde M?" predstavuje dvojmocny kov (napr. Mg?"), M>" trojmocny kov (napr. AI*"), Ax” predstavuje
anion (napr. CO3%). [6]

Struktira hydrotalkitov pozostiva z dvoch vonkajsich vrstiev tvorenych kationmi a jednej
medzivrstvy anionov. Kladny naboj na vonkaj$ich vrstvach stabilizuje zaporny naboj medzivrstvy.
Medzivrstva je viazana vd’aka elektrostatickym silam a vodikovym vézbam. [7]

Medzi najastejSie spdsoby syntézy hydrotalkitov patria co-precipitacia, sol-gel metdda
a hydrolyza mocoviny. [8]

Aby hydrotalkity ziskali svoju schopnost’ katalyzovat reakcie musia prejst kalcinaciou.
Posobenim vysokej teploty na tuhti latku sa zmeni jej Struktira a uvolnia sa plynné latky. V pripade
hydrotalkitov nastava zmena na zmesny oxid, s velkym povrchom a pamidtovym efektom, ktory
sa vyuziva pri regeneracii katalyzatora. [8]
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Experimentailna cast’

Na syntézu katalyzatorov bola pouzitd metdda co-precipiticie. Boli pripravené dva typy
katalyzatorov, zdkladny hydrotalkitovy (HT) katalyzator obsahujici iony Mg?" a AI** a hydrotalkit
s obsahom niklu (Ni/HT) kde bol do zakladnej §truktiry zabudovany aj katién niklu Ni?*. Ako aniény
do medzivrstvy boli pouzité COs> aniény. Roztoky katiénov boli davkované cez peristaltické
cerpadla. Roztok NaOH, ktory bol pouZzity na zachovanie pH pocas zrazania bol takisto davkovany
cez peristaltické Cerpadlo. Zrazanie prebiehalo za mieSania magnetickym mieSadielkom a hriadel'om.
Katalyzatory boli pred reakciou kalcinované pri troch teplotich a analyzované na FTIR IC
spektrometri.

Na vyrobu bionafty bol pouzity odpadny olej z domacnosti z fritézy, metanol a syntetizovany
katalyzator. Reakcia prebiehala vo vsadzkovom reaktore pod inertnou atmosférou dusika. Produkt
reakcie bol odpareny na vakuovej rotacnej odparke. Jednotlivé zlozky boli oddelené centrifugou
a analyzované GC metédou vnutorného Standardu. Ako Standard bol pouzity metylester kyseliny
nondekéanovej ako urcuje norma.

Vysledky a diskusia

V tejto praci bol sledovany vplyv teploty kalcinacie na Struktaru katalyzatora a vytazok
FAME z heterogénnej transesterifikacie a vplyv zabudovania niklu do Struktiry hydrotalkitu na
vlastnosti katalyzatora. Z FTIR spektra katalyzatorov bolo vidiet', Ze zvySovanim kalcinacnej teploty
sa zvySovala interakcia kovov v kationovej vrstve. Taktiez bolo zjavné, Ze pri kalcindcii na teplotu
450 °C zanikla medzivrstva hydrotalkitu a nastal prechod hydrotalkitu na §truktiru zmesného oxidu.
V oblasti 3500 cm™, ktora predstavuje oblast’ vibracii OH™ iénov bol vidiet’ pokles az tiplny zanik
signalu v désledku vysuSovania katalyzitora. V oblasti pri 1400 cm™, teda oblasti uhli¢itanovych
i6nov je vidiet, ze pri Ni/HT-450 nenastal Giplny zanik medzivrstvy oproti HT-450 kde medzivrstva
uplne zanikla a nastala zmena Struktary. Tento jav mohol nastat’ z dévodu, Ze zabudovanie niklu do
Struktary zvysilo stabilitu uhli¢itanovych aniénov v medzivrstve katalyzatora. Porovnanim signalov
pre oblast’ vibracie OH™ iénov bolo vidiet’, ze Ni/HT katalyzator mal vyssi signal a teda bol vlhkejsi.

Vysledky katalytickych testov ukazali, ze katalyzatory HT boli aktivnejSie ako Ni/HT
v heterogénne katalyzovanej transesterifikacii vyroby bionafty. Pouzitim katalyzatora HT-450 bola
pripravena bionafta normou pozadovanej kvality, zatial' ¢o ani jeden z katalyzatorov Ni/HT
neposkytol produkt, ktory by mohol byt oznaceny ako bionafta. Zaroven, reakcia s katalyzatormi
HT poskytla viac ako 90 % FAME v zmesi produktu pre kazdy katalyzator, zatial ¢o Ni/HT
katalyzatory dosiahli pri reakcii do druhého stupiia nizsie vysledky ako HT katalyzatory pri reakcii
do prvého stupia.

Zaver

S rastucou teplotou kalcinacie hydrotalkitov zanika ich medzivrstva. Zabudovanie niklu do
Struktiry hydrotalkitu malo za nasledok, Ze pri 450 °C nezanikla medzivrstva a nenastala iplna zmena
na zmesny oxid.

Katalyzatory boli najaktivnejsie pri teplote kalcinacie 450 °C. Zabudovanie niklu do Struktury
malo za nasledok zniZenie vytazku FAME. Touto reakciou bola podl'a normy zaroven pripravena
bionafta pouzitim katalyzatora HT-450. Z tychto poznatkov vyplyva, ze HT katalyzatory boli
aktivnejSie v heterogénnej transesterifikacii ako Ni/HT.
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Uvod

Cilem tohoto projektu je ptispét k rozvoji udrzitelnych technologii recyklace plastii a podpofit
cirkularni ekonomiku prostfednictvim chemické recyklace polykarbonatu za tcelem ziskani
monomeru (bisfenolu A) a jeho derivat. Kli¢ovou inovaci je vyuziti priutocného reaktoru, ktery
umoziuje realizaci procesu v kontinualnim rezimu a zajistuje lepsi skalovatelnost oproti dosud
publikovanym vsadkovym systémim [1].

V ramci prezentace budou diskutovany nasledujici zminéné parametry: vliv reakcnich
podminek, vytézek bisfenolu A a dalSich produktid, konverze polymeru a stabilita katalyzatoru.
Dale budou popsany optimalizace procesu vedouci k bezproblémovému kontinudlnimu provozu
reaktoru a k vyhodnoceni jeho Skalovatelnosti.

Experimentalni ¢ast

Experimentalni postup zahrnuje rozpusténi polykarbonatu v tetrahydrofuranu a jeho naslednou
reduktivni depolymeraci pifi riznych teplotach (160-250 °C) a konstantnim tlaku (4 MPa)
v prito¢ném reaktoru s pevnym katalytickym lozem obsahujicim redukovany nikl na aluming.
Reakéni produkty, zejména bisfenol A, byly stanoveny dvoudimenzni plynovou chromatografii s
plamenové ioniza¢nim detektorem a hmotnostnim spektrometrem.

Stanoveni konverze polykarbonatu se provadélo vysrdzenim nezreagovaného polymeru z
roztoku pfidanim vzorku do metanolu v poméru 1:5 (obj.) a naslednou filtraci, suSenim a vazenim
vysrazeného polykarbonatu.

Vysledky a diskuze

Konverze plastu dosahla maxima pfi teploté 250 °C, kdy ¢inila 97,3 hm.%. Na obr. 1A je patrny
jednoznacny trend rustu konverze polykarbonatu se zvysujici se teplotou. Nartstajici trend se
zvySujici se teplotou vykazuje téz vytézek bisfenolu A (BPA). Pii teploté 250 °C a tlaku H. =
4 MPa byl dosazen vytézek 10,9 hm.% vzhledem k hmotnosti plastu.

Byly sledovany i vytézky derivatd bisfenolu A. Slozka BPA* piedstavuje blize
neidentifikovany meziprodukt nedokonalé reduktivni depolymerace. Z toho lze posoudit vliv
teploty na uplnost depolymerace. Ostatni slozky na obr. 1B pfedstavuji derivaty bisfenolu A s
eliminovanou jednou (p-kumylfenol) nebo dvéma (dimetyldifenylmetan) hydroxylovymi
skupinami, podle nichz Ize hodnotit intenzitu nezadoucich deoxygenacnich reakci.
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Z analyzy obsahu uvedenych slozek a konverze vyplyva, ze intenzita reakce koreluje s teplotou
a optimalni teplota reakce je 250 °C (nejvyssi vytézek BPA). Teplota reakce je vSak omezena
kritickym bodem rozpoustédla — tetrahydrofuranu (267,05 °C; 5,19 MPa), a proto nelze provadet
reakce pii vySSich teplotach a tlacich, jelikoz dochéazi k vysrazeni polykarbonatu a ucpani
katalytického loze. [2, 3].
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Obr. 1: (A) Konverze PC v zavislosti na teploté reakce.
(B) Vytézky produktt vztazené ku hmotnosti polykarbonatu.

Zavér

Bylo zjisténo, ze optimalni teplota reduktivni depolymerace polykarbonatu je 250 °C, pfi niz
konverze ¢inila 97,3 hm.% a vytézek bisfenolu A 10,9 hm.%. Lze konstatovat, Ze teplota vyrazné
ovliviiuje intenzitu depolymerace a zvysuje vytézek cilového produktu.

Tento experiment tvoii zaklad pro dals$i vyzkum vlivu dalSich reakénich podminek (tlak,
mnozstvi katalyzatoru, doba zdrzeni aj.), jehoz vysledky mohou byt aplikovatelné v praxi pii
vyvoji primyslovych technologii chemické recyklace polykarbonatu.
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Uvod

Nase spolecnost roéné¢ vyprodukuje stovky milioni tun plastu, které z velké vétSiny konéi na
skladkach a pouze mala ¢ast se recykluje. Mechanicka recyklace tvofi podstatnou vétsinu, zatim co
chemicka pouze malou ¢ast. V pfistich letech se vSak ocekava vyrazny narust investic do chemické
recyklace, a to pfedev§im diky rostoucimu dirazu na udrzitelnost, technologickému pokroku a
pozadavkim na cirkularni hospodafstvi s plasty [1]. Pyrolyza je jednim z nejperspektivnéjSich
procest pro chemickou recyklaci, jenz umoziuje depolymerizovat odpadni plast na produkty jako
olej, plyny a pevny zbytek. Primyslové vyuziti ma piedevsim pyrolyzni olej (PO), ktery je mozné
dale vyuzit pro vyrobu paliv nebo zakladnich chemikalii (monomert). Souc¢asné technologie jako
parni krakovani tuto pfeménu umoznuje. Odpadni plasty jsou vSak kontaminovany, coz vede ke
zvySenému obsahu heterosloucenin v oleji a velkému mnozstvi olefini, jejichz mnozstvi piesahuje
limity pro parni krakovani [2]. Pro vyuziti PO jako suroviny pro vyrobu monomert je nezbytné zlepsit
jeho kvalitu. Mezi nejperspektivnéjsi metody patii hydrorafinace a hydrokrakovani, jimz byl vénovan
tento vyzkum. Cilem hydrorafinace bylo pfedevsim snizit obsah dusiku a olefint ve studovaném PO.
Cilem hydrokrakovaciho experimentu bylo pfedevs§im snizit konec destilace PO a maximalizovat zisk
frakce vrouci do 200°C.

Experimentalni ¢ast
Studovany pyrolyzni olej byl vyroben z odpadniho plastu bohatého na polyolefiny. Tento PO je
charakteristicky Sirokym destilaénim rozsahem, ktery vede k vyssi teploté tani oleje (35 °C). Mezi
hlavni parametry PO limitujici jeho pifimé vyuZiti jako suroviny pro parni krakovani patii vysoky
obsah olefintl a vysoky obsah dusiku.
V ramci studie byly zkoumany dvé cesty: hydrokrakovani kompletniho oleje po hydrorafinaci a
hydrokrakovani hydrorafinované frakce s bodem varu vyssim 200 °C. Komplexni hydrogenacni
zpracovani bylo realizovano na pritocném reaktoru s pevnym loZem za nasledujicich konstantnich
podminek: Tlak = 6MPa, hmotnostni prostorova rychlost=2h", pomér vodiku vaci
suroving = 1000 m*/m>®. Celkem byly realizovany tfi experimenty, s cilem popsat vliv teploty na
upravu vySe zminénych parametrii.
I) Hydrorafinace byla realizovana na sulfidickém NiMo/Al;Os3. Screening teplot byl proveden
v rozsahu 210 — 360 °C. Béhem tohoto experimentu byla stanovena teplota potiebna k odstranéni
dostate¢ného mnozstvi kontaminantti pro parni krakovani a soucasné pro snizeni obsahu dusiku pod
25 mg/kg pro minimalizaci deaktivace hydrokrakovaciho katalyzatoru.
II) Hydrokrakovani bylo realizovano na sulfidickém katalyzatoru NiW/zeolit, kdy surovina nejdiive
prosla hydrogenacni rafinaci za optimalni reakéni teploty 360 °C. Provozni teploty se lisily
k minimalnim zménam frak¢niho slozeni oproti suroving, zatim co za nejvyssi teploty vétSinu tvotila
frakce do 250 °C.

a) Pro hydrokrakovani celého oleje se teplota pohybovala v rozmezi od 360 do 400 °C.

b) Pro hydrokrakovani frakce nad 200 °C byla teplota od 340 do 370 °C.
Produkty byly nasledné podrobeny stanoveni obsahu dusiku, olefinii a destila¢ni kiivky.
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Vysledky a diskuze

S rostouci teplotou hydrorafinace byl zaznamenan pokles obsahu dusiku a olefint ve vzorku. Pfi
maximalni testované teploté 360 °C byl ubytek dusiku 99,7 % a tibytek olefinti 95,9 %. Z obrazku 1
vyplyva, ze pro dosazeni srovnatelného vytézku jsou pii hydrokrakovani frakce 200 °C+ vyzadovany
niz$i teploty nezli pfi hydrokrakovani celého oleje. Ztraty plynného produktu byly v obou piipadech
velmi podobné.

Ubytek kontaminantii mé za nasledek zménu barvy vosku. P¥i nejniZsi testované teploté 210 °C mé
vosk tmaveé hnédou barvu. S rostouci teplotou se barva postupné méni na svétle hnédou (270 °C),
tmavé zlutou (300 °C) az na velmi svétle zlutou/bilou (360 °C) (obrazek 2). S trendem rostouci
teploty se také méni barva produktu po hydrokrakovani. V navaznosti na absenci tézkych
uhlovodikovych fetézci a aromatd vzorek pii vysSich teplotach hydrokrakovani ztracel
charakteristickou zlutou barvu (340 °C) a meénil se do Ciré bezbarvé kapaliny s vyrazné nizsi
viskozitou (370 °C) (obrazek 2). Celkem bylo v ramci téchto experimentli zpracovano 30 kg tuhého
oleje a za ruznych experimentalnich podminek bylo ziskano 20 kg upraveného oleje riizné kvality,
ktery bude vyuzit pro parni krakovani. Podrobnéjsi vysledky budou prezentovany na konferenci.
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Obrazek 1: (Vlevo) Ubytek dusiku a olefinii v zavislosti na teplotd hydrorafinace. (Vpravo) Vytézky
frakce s bodem varu <250 °C a plynnych produkti v zavislosti na teploté hydrokrakovéani (HC).
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Obrazek 2: (Vlevo) Vliv teploty hydrorafinace na vzhled pyrolyzniho oleje. (Vpravo) Vliv teploty
hydrokrakovani frakce 200 °C+ na vzhled produktu.

Zavér

Studie prokazala, ze hydrorafinace s hydrokrakovanim jsou uéinné cesty, jak zvysit kvalitu
pyrolyzniho oleje, zejména pro parni krakovani. Proces vSak vyzaduje optimalizaci, aby se
minimalizovala tvorba polymernich srazenin, které ucpavaji vstup do reaktoru. Odstranéni lehkych
uhlovodiktl z hydrokrakované suroviny sice nevedlo ke snizeni ztrat kapalného produktu, avSak
ptispélo ke snizeni pozadované reakéni teploty pro dosazeni srovnatelné miry hydrokrakovani.

Literatura

[1] Akéni plan  Cirkularni  Cesko 2040 pro  obdobi  2022-27.  mzp.gov.cz.
https://mzp.gov.cz/cz/agenda/odpadove-hospodarstvi-a-cirkularni-ekonomika/cirkularni-
ekonomika/cirkularni-cesko/akeni (accessed Oct 30, 2025).

[2] Kusenberg, M.; Eschenbacher, A.; Djokic, M. R.; Zayoud, A.; Ragaert, K.; De Meester, S.; Van
Geem, K. M. Waste Management 2022, 138, 83—115.

18



Fyzikalno-chemické vlastnosti Specifickych typov kvapalnych
hnojiv

Ing. Marta Ambrova, PhD., Bc. Adela AlmaSiova

Fakulta chemickej a potravindrskej technologie, Slovenska technickd univerzita v Bratislave,
Ustav anorganickej chémie, technolégie a materidlov, Oddelenie anorganickej technologie

xalmasiovaa@is.stuba.sk
Uvod

Ked'ze celosvetovo stipa dopyt po potravinach a rdznych plodinach, stile sa hladaji nové
a Coraz vyhodnejsie sposoby pestovania rastlin. Jednou z nich je aj hydroponické pestovanie. Ide
o pestovanie v $pecidlnych typoch zivnych roztokov abez pouzitia pody. Toto pestovanie ma
mnoho vyhod. Rastlindam poskytuje potrebné ziviny v sprdvnom mnozstve, pomere a Case, Setri
miesto, spotrebu vody a nie je vystavené roznym poveternostnym podmienkam. Pri tomto pestovani
je aj lepsia kontrola vyskytu rastlinnych chordb a skodcov. Hydroponické systémy sa delia na dve
zakladné skupiny a to na uzavreté a otvorené. Pri uzavretych hydroponickych systémoch roztok,
z ktorého rastlina prijima ziviny neustale v systéme cirkuluje, nevypusta sa, potrebné ziviny sa do
neho iba dopliiiaji. Naopak, pri otvorenych hydroponickych systémoch sa roztok po od&erpani Zivin
rastlinami zo systému vypusta. Nevyhodou oboch typov hydroponického pestovania je produkcia
odpadovych vod (pouzitych hydroponickych zivnych roztokov), ktoré Casto obsahuju znacné
mnozstvo dusika, fosforu ale aj tazkych kovov. Preto sa skimaju rézne moznosti ich spracovania
alebo vyuzitia. Jednou z moznosti je pouzit’ ich na zavlaZovanie alebo po Uprave aj opét na
hnojenie, pripadne ochranu rastlin. Odpadové vody z hydroponického pestovania sa navzajom liSia
najméd zlozenim a z toho vyplyvajucimi fyzikalno-chemickymi vlastnostami. Pre spravne
nastavenie technologickych prvkov a postrekovych zariadeni je preto potrebné poznat
predovsetkym ich hustotu a viskozitu pri aplika¢nych a skladovacich podmienkach. V tejto praci sa
preto merala hustota a viskozita roztokov Styroch kvapalnych hnojiv s réznou koncentraciou
makrozivin (N, P, K, S, Ca, Mg) pri teplotach (288, 293, 298, 303, 308, 313 a 318) K. Okrem toho
sa zist'ovalo, ¢i v meranom koncentratnom a teplotnom rozsahu nevznikaji zrazeniny, ktoré by
mohli upchat’ trysky postrekovych zariadeni a pH roztokov kvapalnych hnojiv pri 298 K. Roztoky
kvapalnych hnojiv sa pripravili tak, aby zlozenim reprezentovali odpadové vody z otvorenych
hydroponickych systémov. Takéto roztoky mozno pouzit' na zavlaZovanie aj ochranu rastlin, ¢im
mozno eliminovat’ ich negativny vplyv pri vypustani do vodnych tokov.

Experimentalna ¢ast’

Pred vlastnym meranim hustoty, viskozity a pH roztokov hnojiv sa urobila kalibracia pristrojov
pomocou deionizovanej vody v rovnakom teplotnom intervale ako pri roztokoch kvapalnych hnojiv.

Hustota roztokov sa merala metdédou ponorného telieska. Na meranie sa pouzili analytické vahy
Radwag AS 60/220.X2. Vahy pracuji vo viacerych rezimoch a umoziuju aj automatické meranie
hustoty kvapalin. Na meranie kinematickej viskozity hnojiv sa pouzil Ubbelohdeho viskozimeter
(ViscoClock plus, SI Analytics). V tomto pripade sa kinematicka viskozita merala nepriamo a to
meranim c¢asu prietoku kvapaliny cez kapilaru. Zo ziskanych udajov sa nésledne vypocitala
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kinematicka viskozita. pH vSetkych roztokov kvapalnych hnojiv sa meralo pomocou pH metra
Metrohm 827 pH lab pri teplote 298 K (25°C).

Vysledky a diskusia

Ako sa predpokladalo, hustota roztokov kvapalnych hnojiv klesala so zvySujicou sa teplotou
a stupala so zvySujucou sa koncentraciou (molalitou). Uvedené zavislosti boli spracované graficky.
Pre vypocet hustoty v zavislosti od teploty a koncentracie (molality) boli navrhnuté empirické
vztahy.

Z teplotnych zavislosti viskozit sa ukdzalo, ze viskozita so stupajiicou teplotou klesa, avSak
namerané hodnoty kinematickych viskozit boli niZsie, resp. podobné (pre najzriedenejsi roztok
kvapalného hnojiva) tabelovanym hodnotam kinematickych viskozit vody. Ukazalo sa, Ze tento jav
je sposobeny pritomnostou dusi¢nanu draselného v roztoku, a Ze namerané hodnoty viskozit su
v dobrej zhode s publikovanymi udajmi [1, 2]. Ako sa predpokladalo, viskozita so stipajiicou
koncentraciou (molalitou) klesala. Zavislosti viskozit od teploty a koncentracie (molality) boli
spracované graficky a pre ich vypocet boli navrhnuté empirické vztahy.

Priemerné hodnoty pH roztokov kvapalnych hnojiv pri 298 K sa pohybovali medzi 4,59 a 4,76.
Nizsie hodnoty pH boli sposobené jednak vplyvom oxidu uhli¢itého pritomného vo vzduchu,
jednak pritomnostou d’alSich soli vo vodnych roztokoch kvapalnych hnojiv. Ako sa predpokladalo,
najvysSiu hodnotu pH mal roztok kvapalného hnojiva s najvysSou koncentraciou dusi¢nanu
draselného.

V meranom teplotnom a koncentracnom rozsahu skimané roztoky kvapalnych hnojiv
nevykazovali tvorbu zrazenin.

Zaver

Této praca sa zaobera sledovanim fyzikalno-chemickych vlastnosti roztokov kvapalnych hnojiv,
ktoré boli pripravené tak, aby reprezentovali vyCerpané zivné roztoky z otvorené¢ho hydroponického
systému. Skumalo sa, ¢i uvedené roztoky mozno d’alej vyuzit' na zavlazovanie, hnojenie, pripadne
ochranu rastlin. Zistilo sa, Ze skiimané roztoky kvapalnych hnojiv z hl'adiska sledovanych
fyzikalno-chemickych vlastnosti vyhovuji zamy$lanému ucelu pouzitia. Roztok kvapalného
hnojiva s najnizSou koncentraciou zivin mozno priamo pouzit' ako zavlahovi vodu s hnojivym
ucinkom. Roztoky kvapalnych hnojiv s vyss§imi koncentraciami zivin mozno pouzit’ aj na ochranu
rastlin (vo forme postreku), pripadne spolu so zavlahovou vodou na hnojenie.
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Uvod

Syntetické  anorganické  hnojivd  predstavuji  neodmyslitelna  sacast  dne$ného
polnohospodarstva, ked’ze podu obohacujii o zdkladné biogénne prvky, akymi sd dusik, draslik,
fosfor, kyslik a uhlik. Vyroba hnojiv sa opiera o technologické postupy, akym je aj krystalizacia, kde
sa vyuziva rozdielna rozpustnost’ soli v zavislosti od teploty a zloZenia roztoku. Skiimana sUstava je
zakladnou sustavou pre vyrobu hnojiv obsahujucich draslik, siru a v menSom mnozstve aj horcik.
Cielom prace bolo experimentalnym meranim zvolenych bodov fazového diagramu 2K*, Mg?* //
SO4%, 2CI" — H,0 spresnit’ krystalizaéné oblasti v Gasti fazového diagramu zaujimavej z hl'adiska
pripravy zmesnych hnojiv v nadvéznosti na diplomovu préacu [1].

Experimentilna cast’

Bolo pripravenych 6 vodnych roztokov soli siranu horeénatého a chloridu draselného v réznych
pomeroch. V tychto vzorkach sa testovala stabilita diagonaly KCI — MgSOas v recipro¢nej ststave.
Do jednotlivych zmesi sa postupne za neustaleho mie$ania magnetickym mieSadlom pridavala
deionizovand voda, az kym nevznikol nasyteny roztok. Roztoky boli nésledne izotermicky
krystalizované pri laboratornych podmienkach. Po 7 dioch sa tuhd faza odfiltrovala a z filtratu sa
sekundarnou krystalizaciou ziskala d’al§ia tuha faza. Zvyskovy filtrat sa tiez nechal odparit’ do sucha.
Krystalické vzorky boli analyzované metddou XRPD.

Vysledky a diskusia

Na zaklade nameranych udajov sa odhadlo rozmiestnenie krystalizaénych poli hlavnych zluc¢enin
vo fazovom diagrame. Zistilo sa, Ze diagonala KC1 — MgSOs nie je stabilnd, pri styku tychto dvoch
zlicenin vo vodnom roztoku krystalizuje K2SO4. V tejto reciprocnej ststave existuje aj oblast
krystalizacie podvojnej zli¢eniny K2Mg(SOa4)2.H20.
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Introduction

Ensuring the safety and quality of pharmaceutical products requires analytical methods that are
both accurate and efficient. Electroanalytical methods are practical and reliable alternatives to
conventional chromatographic and spectroscopic techniques [1]. In recent years, three-dimensional
(3D) printing has gained significant attention in analytical chemistry, offering novel opportunities for
the development of custom electrochemical sensors for various applications [2].

3D-printed electrodes produced from a composite of thermoplastic filaments and carbon-derived
materials are fabricated with a minimal environmental footprint. Manufactured sensors provide
excellent electrical conductivity, design flexibility, chemical stability, and cost-effectiveness [2].

In this study, 3D-printed carbon electrodes were utilized to develop a simple and convenient
method for the electrochemical determination of a calcium channel blocker, amlodipine (AML), that
is widely prescribed for hypertension and cardiovascular diseases. Accurate quantification of AML
is essential, as excessive concentrations can lead to adverse effects, while insufficient dosing
compromises therapeutic efficiency. To achieve this, the work focused on the AML electrochemical
behavior, method optimization, and application to analysis of pharmaceutical sample [3].

Experimental part

Voltammetric measurements were performed using the AUTOLAB PGSTAT302N potentiostat
(Metrohm Autolab B.V., Netherlands) with a three-electrode system: a custom 3D-printed carbon
electrode (3D-CE) as the working electrode (WE), a silver/silver chloride electrode (Ag/AgCl) as the
reference electrode (RE), and a platinum wire as the counter electrode (CE). 3D-printed electrodes
were prepared from a composite of polylactic acid and carbon black using the Original Prusa i3
MK3S+ 3D printer (Prusa Manufacturing, Czech Republic) and activated by air plasma for 40 s.
Britton-Robinson (BR) buffer (pH 2-12) was used as the supporting electrolyte, prepared by mixing
0.04 M solutions of boric, phosphoric, and acetic acids. A 1 mM stock solution of AML was prepared
in deionized water and stored at 4-6 °C. All measurements were carried out using cyclic voltammetry
(CV), differential pulse voltammetry (DPV), and square wave voltammetry (SWV).

Results and discussion

The electrochemical behavior of AML on 3D-CEs was first investigated using CV in BR buffer
(pH 2-12). AML oxidation was found to be proton-dependent, with the highest peak was observed at
+1.07 V using pH 6, which was selected as the supporting electrolyte for subsequent analyses.
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Instrumental parameters for DPV and SWV were optimized to maximize sensitivity and signal
stability. For DPV, optimal conditions were modulation amplitude of 100 mV and modulation time
of 150 ms, while SWV provided the best response at amplitude of 75 mV and frequency of 10 Hz.
Under these conditions, calibration curves were constructed over the concentration range of 0.5-30
UM AML. Using DPV, the following analytical parameters were obtained: linear concentration range
(LCR) of 0.7-10 pM, limit of detection (LOD) of 0.09 uM, RSD of 6.6% for repeatability (n = 10)
and 0.9% for reproducibility (for 5 different 3D-CEs). For SWV, the corresponding parameters were:
LCR of 0.5-30 puM, LOD of 0.17 uM, RSD of 8.7% for repeatability and 2.1% for reproducibility
[3]. The optimized methods were finally applied to analysis of commercial pharmaceutical
formulation Agen 5 (Zentiva, Czech Republic) using the standard addition method, yielding
recoveries of 97.1% (SWV) and 113.4% (DPV). The illustrative example is given in Fig. 1.
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Fig. 1 SW voltammograms of the analysis of the pharmaceutical product Agen 5 in BR buffer of pH

6 using a 3D-CE with standard additions of 1 mM AML: 0.1 mL, 0.2 mL, 0.3 mL, 0.4 mL. Inset:
Graphical representation of AML determination using the standard addition method.

Conclusions

3D-printed carbon electrodes were successfully applied for the electrochemical determination of
amlodipine, showing consistent and well-defined electrochemical responses. The methods
demonstrated sufficient analytical performance and reliability for the quantification of AML
pharmaceutical formulation. These results highlight the potential of 3D-printed electrodes as a low-
cost, environmentally friendly, and effective platform for routine drug and clinical analyses, with
prospects for application to other cardiovascular drugs.
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Uvod

Moderné elektroanalytické metody v sucasnosti reaguju na poziadavky vyvoja presnych, cenovo
dostupnych, jednoducho realizovatelnych a do praxe l'ahko implementovatelnych analytickych
postupov. Vyskum vtejto oblasti sa zameriava na vyvoj atestovanie novych typov
miniaturizovanych elektrodovych systémov, ktoré oznacujeme ako elektrochemické senzory. Medzi
takéto senzory patria aj sietotladené elektrody (SPE — screen-printed electrodes), ktoré maji na
jednom telese pracovni, referen¢nt aj pomocnu elektrédu. Ich vyhodou je moznost’ vykonavat
merania priamo na mieste (in situ) alebo pri 16zku pacienta (bedside analysis). Cetirizin
dihydrochlorid (CZN) patri do druhej generacie antihistaminik zo skupiny derivatov piperazinu.
Vdaka svojej chemickej Struktire méa vyrazne nizs$i vplyv na centrdlny nervovy systém ako
antihistaminikd prvej generacie, ¢im sa predchadza vedl'ajSim ucinkom (najmé ospalosti), avSak
zaroven ma dlhsi ucinok. [1, 2]

Hlavnym cielom predkladaného prispevku je systematicky vyvoj novej, jednoduchej a rychlej
elektroanalytickej metody na stanovenie CZN vo farmaceutickych pripravkoch, s potencialnou
aplikaciou aj na biologické vzorky.

Experimentalna ¢ast’

Na merania sa pouzil senzor pripraveny technikou sietotlace s pracovnou bérom dopovanou
diamantovou elektrodou (SP-BDDE) od spolocnosti Metrohm. V prvom kroku sa sledovala
elektrochemicka aktivita 1 mM CZN a vplyv pH Brittonovho-Robinsovho (BR) pufra, v rozsahu pH
2-12 pomocou cyklickej voltampérometrie (CV). Po uréeni optimalnej hodnoty pH prostredia sa
pomocou CV skumal vplyv polarizaénej rychlosti na pridovii odozvu CZN, a to v rozmedzi hodno6t
od 5 do 100 mV/s. Nasledne prebiehala optimalizacia inStrumentalnych parametrov citlivych
pulzovych technik, diferencnej pulzovej voltampérometrie (DPV) a S$tvorcovovlnovej
voltampérometrie (SWV). Tie boli v d’alSom kroku pouzité na zostrojenie kalibracnej zavislosti
prudovej odozvy od koncentracie CZN. Vyhodnotenim tejto zavislosti sa ziskali zakladné valida¢né
parametre vyvijanej metody. Po vyhodnoteni dosiahnutych vysledkov bola technika DPV pouzita na
priame stanovenie CZN vo vybranom farmaceutickom pripravku pomocou metddy viacnasobného
pridavku Standardu.

Vysledky

V procese optimalizacie vhodnych experimentalnych podmienok boli studované instrumentalne
parametre u pulzovych technik, pri ktorych sa sledoval vplyv jednotlivych parametrov na pradova
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odozvu CZN. V pripade DPV sa jednalo o modula¢ny ¢as (25 ms) a modula¢nti amplitidu (125 mV),
v pripade SWV o frekvenciu (50 Hz) a amplitidu (75 mV). Zavislost prudovej odozvy od
koncentracie CZN bola vyhodnotena pomocou kalibrac¢nej krivky. Kalibra¢na krivka vykazovala
linearitu v rozsahu koncentracii 1,95 uM az 76,40 pM v oboch pripadoch. Smernica priamky, resp.
citlivost metddy, predstavovala 0,0519 pA/uM pre DPV a0,0810 pA/uM pre SWV. Dal3imi
parametrami boli (v poradi DPV, SWV): koeficient determinacie R* = 0,996 a 0,995; limit detekcie
0,6 uM a 0,8 pM, opakovatel'nost’ (RSD) na turovni 4,6 % a 4,4 % pri 12 opakovanych meraniach po
sebe bez Cistenia povrchu pracovnej elektrédy. Optimalizovana technika DPV bola pouzitd na
elektrochemické stanovenie CZN metodou viacnasobného pridavku Standardu vo vol'nopredajnom
farmaceutickom pripravku Zyrtec® s obsahom téinnej latky 10 mg. Zistené mnozstvo CZN pomocou
vyvinutej metddy vyuzivajicej BDD senzor bolo (10,4 £ 0,9) mg, ¢o predstavovalo vytaznost na
trovni 104 %.

5
4
3
<1 30
S
2 4= PSs3
— PS2
1— Ps1
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Obr. 1 DP voltampérogramy analyzy farmaceutického pripravku Zyrtec® v BR pufri s pH 6. VloZeny
obrazok: Grafické urcenie koncentracie CZN metdédou viacnasobného pridavku Standardu (PS1 —
1. pridavok Standardu, PS2 — 2. pridavok $tandardu a PS3 - 3. pridavok §tandardu).

Zaver

Predkladané S$tidium bolo zamerané na vyvoj novej elektroanalytickej metody na
elektrochemické stanovenie CZN vo farmaceutickych pripravkoch s vyuzitim siet'otlacenej elektrody
s pracovnou elektrodou z bérom dopovaného diamantu. Na kvantifikdciu sa pouzila metdda
viacnasobného pridavku $tandardu, ktorej hlavnou vyhodou je elimindciu vplyvu matrice vzorky.
V buducnosti bude cielom vyuzitie vyvinutej metédy aj na analyzu dalSich dostupnych
farmaceutickych pripravkov s obsahom CZN, pripadne analyza modelovej vzorky mocu.
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Uvod

Rozvoj spolo¢nosti so sebou prindsa rozvoj priemyslu a dopyt po strategickych surovinach.
Litium ako dolezity prvok predstavuje zdkladny komponent pre -elektromobilitu ako aj
uskladnovanie energie ako takej. Z pohladu sicasného nastavenia EU je elektromobilita a teda
vyvoj novych a efektivnejSich nabijatelnych litium-idnovych autobatérii pre elektrické vozidla
vysoko ziaduca. Okrem samotnej technoldgie spracovania a pouZzitia suroviny je nevyhnutné
vyvijat’ a modifikovat’ aj analytické metody stanovenia tohto analytu v Sirokom spektre matric.
Rovnako st tieto metddy ziaduce pri monitoringu, resp. kontrole kvality recyklacie, spracovania a
uskladnenia odpadov pochadzajucich zo spracovania materidlov s obsahom litia. Atémova
absorpcna spektrometria predstavuje spolahlivii metédu stanovenia litia vo vzorkach s mnohymi
matricami.

Experimentalna ¢ast’

Pri realizacii experimentalnej Casti sme stanovili Li v realnych vzorkach. Prvotne sme sa
zamerali na urcenie zdkladnych metrologickych parametrov merania, ktoré su linearita,
opakovatelnost, vplyv interferentov, atomizaéné prostredie a parametre LOD a LOQ. Reélne
vzorky predstavovali komeréne dostupné batérie od vyrobcu Switchon a LiCB. Pre stanovenie
celkovej koncentracie Li v batéridch sme zrealizovali mokry rozkladny proces ucinkom
koncentrovanej kyseline chlorovodikovej 37%. Doba rozkladu bola 6 dni, pri laboratornej teplote a
atmosférickom tlaku. Prvl sériu batérii sme podrobili experimentu simulujicemu proces starnutia
vplyvom zmeny teploty. Batérie sme vlozili na 24 hodin do mraznicky, nasledne nechali 24 hodin
vol'ne pri laboratornej teplote a 24 hodin na laboratornej trepacke extrahovat' v 10 ml dazd’ovej
vody. Druhti sériu batérii sme mechanicky posSkodili desiatimi udermi kladivom. Spolu s
kontrolnymi nepoSkodenymi batériami sme extrahovali pri teplote 25 °C po dobu 1 tyzden
dazd’ovou vodou pri 150 rpm. Proces sme opakovali pri zvysenej teplote 35 °C opét po dobu 1
tyzdeni za rovnakych podmienok. Extrahované Li sme v oboch pripadoch stanovili pomocou AAS
(Agilent 240FS AA).

Vysledky a diskusia

Pri FAAS analyze redlnej vzorky sme v prvom rade kvantifikovali celkovi koncentraciu Li
pritomntt v HCl-mineralizatoch Li-batérii od vyrobcov Switchon a LiCB. Pri stanoveni sme
pouzivali parametre, ziskané pocas optimalizacie, ktoré vyhodnocovali najvy$siu hodnotu
absorbancie. Zistend hodnota Li pre batériu LiCB bola 74,6+0,1 mg na jednu batériu. V pripade
batérie od vyrobcu Switchon sme stanovili 62,9+0,1 Li v HCl-mineralizate batérie. Hodnoty
uvadzané vyrobcami v zavislosti od kapacity batérie by mali byt’ v rozmedzi 48-72 mg/batériu.
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V cCasti zameranej na zistenie extrahovatelnosti litia vplyvom dazd’ovej vody, mechanického
poskodenia a teploty sme pracovali s rovnakym typom batérii. Starnutie batérii ma za nésledok
postupntl degradaciu vykonu batérii s ¢im je spojend aj extrakcia Li do okolitého prostredia.

Zivotny cyklus batérie ovplyviiuje okolita teplota, zataZenie pridu, napitie a i. ([1, 2]). Vplyv
simulovaného starnutia batérie sme testovali v 3 zmrazovacich-rozmrazovacich cykloch (-20
°C/+20 °C). Ziskané extrakty ziskané extrakciou batérii dazd’ovou vodou sme analyzovali pre obsah
Li metédou FAAS. Ziskané vysledky naznacuji vyznamnej$i vplyv zmeny teploty na poskodenie
batérie Switchon a nasledné uvolfiovanie Li vplyvom extrakcie dazd'ovou vodou do okolia. V
pripade LiCB nebol tento vplyv preukazany, ked’ze koncentracie po vsetkych 3 cykloch boli <LOD
nami pouzitej metody FAAS.

Tab. 1: Koncentracia extrahovateI'ného litia (mg/1) z batérii Switchon a LiCB ziskané v ramci 1., 2.
a 3. zmrazovaco-rozprazovacieho cyklu v dazd’ovej vode pri 25°C, 40 rpm, 24 h.

zmrazovaco-rozmrazovaci cyklus/ cr; (mg/l)

batéria 1. 2. 3.
Switchon 0,0946 0,0455 0,0535
LiCB <LOD <LOD <LOD

Na sledovanie vplyvu mechanického poskodenia na extrahovatelnost’ Li sme pouzili batérie
LiCB, ktoré sme extrahovali dazd’ovou vodou pri teplote 25°C /1 tyzden a nasledne 35°C/ 1 tyzdeii.
V pripade batérie bez mechanického poskodenia sme s narastom teploty pozorovali vyssiu
extrahovatelnost’ litia. V pripade mechanického poskodenia bola extrahovatelnost’ litia vysSia pri
prvej sekvencii extrakcie a teda 7-diiovej extrakcii pri teplote 25°C. Néasledna sekvencia pri 35°C a
rovnako po dobu 7 dni uz nemala signifikantny vplyv na extrahovatelnost’ litia z poSkodenej
batérie.

Tab. 2: Koncentracia extrahovatel'ného litia (mg/1) z batérii LiCB Obsah litia v dazd’ovej vode po
prvom tyzdni (25°C) a po druhom tyzdni (35°C)

Teplota extrakcie / cLi (mg/1)

batéria 25°C 35°C
LiCB — bez poskodenia 0,1031 +0,01 0,1718 £ 0,03
LiCB — s poskodenim 1,8990 + 0,1 0,1138+0,01

Zaver

V HCl-mineralizatoch komerénych Li-ionovych batérii sme potvrdili koncentraciu Li, ktora je
deklarovana aj vyrobcom. Pri simulovanom starnuti littum-iénovych batérii sme potvrdili vplyv
zmrazovaco-rozmrazovacich cyklov na extrahovatelnost Li dazdovou vodou. Rovnako sme
potvrdili vplyv teploty a mechanického poskodenia na extrahovatel'nt koncentraciu Li z batérii. Na
zaklade uvedeného mézeme usudit, Ze atbmova absorpéna spektrometria ako analyticka metdda
predstavuje efektivny nastoj pre stanovenia Li nielen v modelovych, ale aj realnych vzorkach
zivotného prostredia.
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Uvod

Fluorem terminované BDD elektrody piedstavuji vyznamny pokrok v oblasti elektrochemickych
materiald. Modifikace povrchu diamantovych elektrod atomy fluoru vyrazné ovliviiuje jejich
elektrochemické vlastnosti, zejména zvySuje jejich chemickou odolnost, stabilitu a hydrofobicitu [1,
2]. Pilotni studie ukazuji, Ze diky témto vlastnostem se fluorem terminované BDD elektrody mohou
uplatnit v naroénych prostfedich, napt. pro detekci biologicky aktivnich latek [1], pro pfipravu
antibakterialnich povrchi [2] nebo v tranzistorovych zesilovacich [3].

Vedle bézné pouzivanych BDD povrchi terminovanych vodikem a kyslikem probéhly v
poslednich letech také pokusy o ptipravu dusikem terminovanych BDD elektrod (NH-BDD). NH-
terminace pfedstavuje specifickou tpravu, pfi niz jsou na povrch diamantové miizky navazany
aminoskupiny (-NH nebo —NHb). Tyto skupiny modifikuji fyzikalni a elektrochemické vlastnosti
povrchu a mohou pfispivat ke zlepSeni ptenosu elektroni mezi elektrodou a elektrolytem. Byla
prokazana citlivost NH-BDD na pH roztoku [4].

Experimentalni ¢ast

F- a N-terminované BDD elektrody byly pfipraveny na Fyzikalnim Gstavu Akademie véd Ceské
republiky ve spolupraci s Univerzitou Bristol (Velka Britanie) dle metody popsané v literatute [2].
Polykrystalické BDD elektrody pfipravené metodou chemické depozice par s mikrovinnym ohievem
o0 obsahu boru v plynné fazi pii depozici B/C =500, 2000 a 4000 ppm (zpusob piipravy popsan v [5])
byly umistény do plasma ziskaného v pfitomnosti NH; (pro NH-BDD) a SF¢ (pro F-BDD) [2].
Polykrystalické BDD byly dale potenciostaticky aktivovany pro ziskani terminace vodikem (H-BDD)
¢i kyslikem (O-BDD).

Voltametrické meéfeni bylo provadéno na pfistroji Eco—Tribo Polarograf se softwarem
MultiEIChem (verze 3.2.0). Méteni bylo provedeno pomoci referencni argentchloridové elektrody
naplnéné roztokem 3 mol 1I"' KCl (Elektrochemické detektory, CR). Pomocna elektroda byla
platinova a jako pracovni elektrody byly pouzity polykrystalické H-BDD, O-BDD, NH-BDD nebo
F-BDD, vSechny ziskané s pomérem B/C pii depozici par 500, 2000 nebo 4000 ppm. Méfeni bylo
provadéno pomoci metody cyklické voltametrie (CV). K charakterizaci BDD elektrod byly vyuZzity
redoxni systémy vn&jsi a vnitini sféry vyménujici jeden elektron, konkrétng 0,1 mmol 17!
K4[Ru(NH3)s] a 0,1 mmol ™! K4[Fe(CN)s] v 0,1 mol 17! roztoku KCI.

Vysledky a diskuze
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Hodnoty rozdilu potencidlu anodického a katodického piku AE, byly charakterizovany pro
v§echny terminace, tj. H-BDD, O-BDD, F-BDD a NH-BDD. U redoxniho systému [Ru(NHz)s]>"**
byly naméfeny nizké hodnoty AE,, které odpovidaji typickému mechanismu vnéjsi sféry.
Elektronovy pienos v tomto systému probiha bez vyrazné interakce mezi komplexem a povrchem
elektrody, a je proto prakticky nezavisly na jeho chemické terminaci. Naméfené hodnoty AE, se
pohybuji v rozmezi 66 — 69 mV pro NH-BDD a 48 — 66 mV pro H-BDD, coz svéd¢i o velmi rychlé
kinetice blizici se reverzibilnimu prib&hu reakce. Na NH-terminovaném povrchu s pomérem B/C
500 ppm byl zaznamenan signal, u kterého nebyl patrny zadny zietelny redoxni pik. U fluorovaného
(F-BDD) a oxidovaného (O-BDD) povrchu lze pozorovat mirné zpomaleni elektronového ptenosu
charakteristické pro kvazireverzibilni chovani. Celkové vSak rozdily mezi jednotlivymi povrchovymi
Upravami zastavaji malé.

Naopak redoxni systém [Fe(CN)s]° """, kde pfenos elektronu probiha mechanismem vnitini sféry,
vykazuje vyrazné vyssi hodnoty AE,, tj. kvazireverzibilni chovani a pomalejsi kinetiku elektronového
ptrenosu. Na O-BDD se AE, pohybuje v rozmezi 75 — 369 mV, na F-BDD 174-453 mV a na NH-
BDD se hodnoty pohybuji mezi 75 — 276 mV. Pro H-terminovany povrch zlistava v zavislosti na
koncentraci boru rozmezi hodnot AE,, velmi malé (60 — 75 mV), z ¢ehoz lze usoudit, Ze tento povrch
ovliviiuje pfenos elektronu minimalné i pro redoxni systém vnitini sféry, tj. dochazi k minimalni
interakci ligandu a povrchu.

Celkové Ize konstatovat, Ze systém vnéjsi sféry [Ru(NH3)s]**?* je na chemickou povahu povrchu
témer necitlivy a vykazuje rychly, témét idealné reverzibilni elektronovy pienos, zatimco systém
vnitini sféry [Fe(CN)s]>* je naopak vyrazné ovlivnén terminaci BDD povrchu.

3-/4-

Zavér

Terminace fluorem (F-BDD) vede k vyraznému zpomaleni elektronového pienosu a
kvazireverzibilnimu chovani v disledku své hydrofobnosti a ztizenému pienosu elektronu pro oba
studované redoxni systémy vnitini [Fe(CN)s]>"* a vnéjsi [Ru(NH;3)s]*"*" sféry. Naopak dusikem
terminovany povrch (NH-BDD) vykazuje rychlejsi kinetiku a niz$i hodnoty AE), coz svéd¢i o jeho
vyssi elektrochemické aktivité a rychlej§im ptenosu elektronli ve srovnani s F- a O-terminaci.
V pripadé terminace vodikem (H-BDD) je pienos elektronu pro oba redoxni systémy nejrychlejsi a
chovani systému se blizi reverzibilité.
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Uvod

Per - a polyfluoralkylové slou¢eniny (PFAS) ptedstavuji rozsahlou skupinu slouéenin tvotenych
zcela (per-) nebo ¢asteéné fluorovanym uhlikovym fetézcem (poly-). Zahrnuji témé&f pét tisic latek,
které se od poloviny 20. stoleti vyrab&ji a pouZivaji v riznych odvétvich primyslu i ve spotfebnim
zbozi, naptiklad pfi vyrobé nepfilnavych povrchti, vodéodolnych textilii, kosmetiky ¢i n€kterych typt
hasicich pén. Jejich toxicita a chovani v organismu zavisi na konkrétni chemické struktufe [1]
pri¢emz mezi nejcastéji sledované a legislativné regulované zastupce patfi kyselina perfluoroktanova
(PFOA), perfluoroktansulfonova (PFOS), perfluorhexansulfonovad (PFHxS) a perfluornonanova
(PENA) [2].

Vzhledem k jejich Sirokému pouziti dochézi k unikim PFAS do Zivotniho prostiedi, a to jiz pii
vyrobé, a nasledné také pouzivani a likvidaci produktt, které tyto latky obsahuji. Nejvyznamné&j$imi
zdroji kontaminace vod jsou primyslové provozy, komunalni &istirny odpadnich vod (COV), skladky
odpadu a aplikace hasicich pén. V zavislosti na svych fyzikalné-chemickych vlastnostech jsou PFAS
vysoce mobilni a diky své chemické stabilité pietrvavaji ve vodnim prostiedi po dlouhou dobu, proto
jsou oznacovany jako ,,v&¢né chemikalie®. Snadno se transportuji povrchovou i podzemni vodou, a
zejména tékavé PFAS mohou byt pfenaSeny na velké vzdalenosti vzduchem. PFAS s krat§im
alkylovym ftetézcem se obvykle vyskytuji ve vodni fazi, zatimco latky s del§im Fetézcem se
piednostné sorbuji na sedimenty a akumuluji se v organismech [3, 4].

Od roku 2000 exponencialné roste pocet védeckych studii dokumentujici vyskyt PFAS v riiznych
slozkach Zivotniho prostiedi. Pro jejich monitoring ve vodach se vyuziva aktivni nebo pasivni odbér
vzorku. Aktivni odbér poskytuje informaci o okamzité koncentraci ve vodnim sloupci, avsak
nevypovida o Casové variabilité, protoze pokryva jen kratky asovy interval. Naproti tomu pti vyuziti
pasivniho vzorkovace se analyty dlouhodobé a kontinualné kumuluji na sorbent uvnitt vzorkovace,
ktery je umistény ve vodnim prostiedi, ¢imz vznikd Casové-vazeny pramér koncentrace, ktery

Cilem prace je vyvinout metodu pro izolaci PFAS ze sorbentu WAX (slabé aniontové vyménny)
a HLB (hydrofilné-lipofilné vyvéazeny), které jsou pouzity v pasivnim vzorkovaci a monitoring PFAS
s vyuzitim pasivniho vzorkovace v povrchovych vodach na vstupu do Upravny pitnych vod.

Experimentalni ¢ast

Vybrana metoda je zaloZena na desorpci PFAS sorbentu umisténého v plastovém rezervodru
s fritou pomoci vhodného polarniho rozpoustédla Analyza vzorki vod na vstupu a vystupu z Gpravny
pitné vody je svyuzitim extrakce na tuhou fazi (SPE). Mezi sledované PFAS patfi C4-C14
perfluorkarboxylové kyseliny (PFCA), C4-C13 perfluorsulfonové kyseliny (PFSA), 6:2
fluorotelomerni  sulfonat, C6-C9 perfluorované etherové kyseliny (ether-PFAS) a
perfluoroktansulfonamid (FOSA). VSechny vzorky byly analyzovany pomoci ultrai¢inné kapalinové
chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS/MS).
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Vysledky a diskuse

Ve vzorcich vod na vstupu a vystupu z Upravny pitné vody byly opakované detekovany pievazné
PFAS s kratkym fetézcem (<C6), u kterych se koncentrace pohybovaly v rozmezi 0,1-11 ng/l.
Obecné byly nélezy PFAS v jednotlivych odbérech jen mirné rozdilné, coZ naznaluje relativné
stabilni a kontinualni pfitomnost téchto latek jak na vstupu, tak vystupu z dpravny vod. U kalibraénich
vzorkd, respektive sorbentti, odebiranych v tydennich intervalech byly pozorovany drobné zmény v
zastoupeni jednotlivych PFAS, avSak celkové mnozZstvi t&chto latek v priibéhu 4 tydnd linearné
nardstal.

Zavér

Tato prace se zabyvala studiem vyskytu a chovani PFAS v povrchovych vodach, kde byly
umistény pasivni vzorkovace po dobu 4 tydni pro jeho kalibraci. Ziskané vysledky ptispivaji k
lepSimu pochopeni transportu PFAS ve vodnim prostiedi.
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Uvod

V pol'nohospodarstve sa kazdoro¢ne pouziva viac ako 350 000 ton pesticidov [1]. V mnohych
pripadoch dochadza k ich uniku do pddy, ¢o vedie ku kontaminacii zivotného prostredia
ama mnozstvo nepriaznivych dosledkov [2]. Narastd preto potreba validovanych metod
na sledovanie rezidui pesticidov v pode na nizkych koncentraénych hladinach, pricom pouzity
extrakény postup musi minimalizovat” vplyv matrice. Extrakcia pesticidov z pody sa vykondva
roznymi sposobmi, najcastejSie sa v sucasnosti pouziva postup QuUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe, ¢ize rychly, jednoduchy, lacny, efektivny, robustny a bezpecny).
Nasledujiice analyzy su obvykle vykonavané plynovou (GC) alebo kvapalinovou (LC)
chromatografiou spojenou s hmotnostnou spektrometriou (MS) alebo tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (MS/MS) [1].

Ciel'om tejto prace bolo vyvinut’ GC-MS/MS metodu na sledovanie vybranych rezidui pesticidov
v pdde atiez vybrat vhodné parametre postupu QUEChERS s cielom priniest’ environmentalne
akceptovatel'nt analyticka metodu s vysokou selektivitou, citlivostou a robustnost'ou.

Experimentalna ¢ast’

Na izolaciu pesticidov z pddy sme modifikovali postup QUEChERS (Amaral a kol. [4]). K vzorke
pody sa pridala voda, zmes sa v skiimavke manualne pretrepavala a nasledne vortexovala. Po pridani
extrakéného rozpustadla sa postup mieSania manualne a s vortexom zopakoval. Nasledne sa do zmesi
pridal chlorid sodny asiran hore¢naty, obsah skumavky sa manudlne pretrepal a podrobil
sa centrifugacii. Ziskany supernatant sa odobral a podrobil Cistiacej faze QuEChERS postupu,
pridanim sorbentu primarny-sekundarny amin (PSA) a siranu horec¢natého. Po d’alSom premieSani
na vortexe a centrifugacii sa ziskal kone¢ny extrakt uréeny na analyzu.

Vysledné extrakty boli analyzované pomocou plynového chromatografu 8890 (Agilent
Technologies, USA). Separacia analytov prebichala na kapilarnej kolone HP-5MS UI (15 m x 0,25
mm x 0,25 pum). Na detekciu analytov bol pouzity hmotnostny spektrometer s tandemovym
kvadrupélovym analyzatorom 7010C GC/TQ (Agilent Technologies, USA) prevazne v rezime
»~multiple reaction monitoring (MRM). Vzorky sa davkovali v objeme 1 ul v moéde splitless
pri teplote davkovaca 220 °C. Ako nosny plyn sa pouzilo hélium s konStantnym prietokom.
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Vysledky a diskusia

Vyvoj GC-MS/MS metdédy (v méde MRM) sme zacali vyberom vhodnych prekurzorovych
a produktovych i6nov jednotlivych pesticidov. Pre kazdy pesticid bola vybrata aj vhodna kolizna
energia.

Vyvinutou metédou boli analyzované extrakty pripravené modifikovanou QuEChERS
extrakciou. Na optimalizaciu postupu boli porovnavané Styri extrakéné rozpustadla: acetonitril,
etylacetat, hexdn an-amylacetat. V extraktoch fortifikovanej pddnej vzorky a v matricovych
Standardoch bolo sledovanych 15 pesticidov, pre ktoré boli vypocitané extrakéné vyt'aznosti. Najviac
pesticidov s vytaznost'ou extrakcie v rozsahu 70 — 120 % bolo pri pouziti n-amylaceatového extraktu
(12) a pri pouziti etylacetatového extraktu to bolo 11. Preto sa d’alej hodnotil aj vplyv vybranych
extrakénych parametrov, napriklad objemu pouZitého rozpustadla, na dosiahnuti vytaznost'.
Opakovatel'nost’ analyz bola vyjadrena pomocou relativnej Standardnej odchylky (RSD).

Zaver

Vyvoj analytickej metddy reflektuje potrebu praxe kontrolovat’ kvalitu Zivotného prostredia.
Pre tento el sa vyvijala analytickd metoda na sledovanie vybranych pesticidov vo vzorkach pody.
Z porovnania roznych extrakénych rozpustadiel sa ako najvhodnejsie ukazalo pouzitie n-amylacetatu
v objeme 1 ml, ktory poskytol vhodné extrakéné vytaznosti a dobrii opakovatelnost’ vysledkov.

V dalsej faze vyskumu planujeme pokracovat’ vo vybere vhodnych extrakénych parametrov
a aplikovat’ vyvinuti metodu na analyzu redlnych vzoriek pody.

Pod’akovanie
Tato praca vznikla s podporou Nadacie ZSE a tiez bola podporend Agentirou na podporu vyskumu
a vyvoja na zaklade Zmluvy ¢. SK-SRB-23-0020.
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Uvod

Kosmetické ptipravky piedstavuji komplexni smési obsahujici Siroké spektrum slozek, jako jsou
zjemiujici a hydratacni piisady, konzervanty ¢i vonné kompozice a pfirodni extrakty. Nékteré
z téchto slozek mohou u citlivych jedinci vyvolat imunitné zprostiedkované kozni reakce. Mezi
nejcastéjsi rizikové skupiny patii vonné alergeny, které mohou zpusobovat alergickou kontaktni
dermatitidu a u citlivych osob vyvolat ptiznaky i pfi velmi nizkych koncentracich!-2.

Evropska legislativa, konkrétné nafizeni (EC) ¢. 1223/2009 o kosmetickych piipravcich, dosud
vyzadovala povinné oznacovani 26 vonnych alergenti na obalech vyrobkt. Na zékladé nového
posouzeni védeckym vyborem pro bezpecnost spotiebiteltt byl v roce 2023 tento seznam rozsifen na
65 jednotlivych chemicky definovanych latek a 14 pfirodnich rostlinnych extrakti s komplexnim
sloZzenim. Tato zména byla zavedena nafizenim (EC) ¢. 2023/1545. Povinnost uvadét tyto latky
v seznamu piisad na obalech kosmetickych produktii plati pii koncentracich vyssich nez 0,001 %
u piipravkd, které se neoplachuji a 0,01 % u pfipravkd, které se oplachuji.

Rozsifeni seznamu regulovanych vonnych alergenl a stanoveni velmi nizkych limitd jejich
povinného oznaCovéani vytvaii potfebu vysoce citlivych a selektivnich analytickych metod, které
umozni spolehlivou detekci a kvantifikaci v komplexnich kosmetickych matricich, a tim zajisti
soulad s novou legislativou i ochranu citlivych spotiebiteld.

Experimentalni ¢ast

V ramci experimentalni ¢asti byly analyzovany rtizné typy kosmetickych surovin obsahujici
vonné slozky, a to esencidlni oleje, hydrolaty a bylinné extrakty ethanolické, polyethylen glykolové
a isopropyl myristatoveé.

Esencialni oleje byly upraveny jednoduchym fedénim hexanem, zatimco hydrolaty, ethanolické
a polyethylen glykolové bylinné extrakty byly nejprve podrobeny opakované extrakci ethylacetatem
a az poté fedény do hexanu. Extrakt, pro jehoz vyrobu byl pouzit isopropyl myristat byl pted analyzou
pouze nafedén smési ethylacetatu a hexanu. Takto pfipravené vzorky byly dale pouZity pro analytické
stanoveni vonnych alergent.

Validace analytickych metod byla realizovana pomoci vzorku, které byly uméle kontaminovany
smési cilovych alergeni na hmotnostni koncentraci 0,003 %. Kazdy vzorek byl zpracovan v Sesti
opakovanich a podroben ptipraveé odpovidajici typu matrice.

Pro stanoveni latek s alergennim potencidlem byla zvolena plynova chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (GC-MS/MS) s hmotnostnim analyzatorem typu trojity
kvadrupdl. Separace analytll byla provedena na polarni koloné¢ HP-INNOWax (30 m x 0,25 mm X
0,25 pwm). Pti stanoveni nékterych analytll v isopropyl myristaitovém extraktu dochazelo ke koeluci
se signalem isopropyl myristatu, proto byla pro tyto analyty pouzita nepolarni kapilarni kolona
HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm), kterd umoznila separaci téchto latek od signalu matrice.
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Vysledky a diskuse

Byla provedena validace metody pro stanoveni 65 latek s alergennim potencidlem v esencialnich
olejich, hydrolatech a bylinnych extraktech. Vytéznosti metod se pohybovaly v rozmezi 70-120 %
s opakovatelnosti do 20 %, coz odpovida obecné akceptovanym kritériim pro kvantitativni
analytické metody tohoto typu. Dale byly stanoveny limity kvantifikace (LOQ) v rozmezi
0,0001 %-0,0008 %, tedy pod spodni legislativni hranici pro povinné oznacovani vonnych alergent
0,001 %.

Analyza 2 esencialnich olejii ukazala, ze spodni legislativni limit piekrocilo az 18 sledovanych
vonnych alergent, pfi¢emz koncentrace n€kterych z nich dosahovaly fadi jednotek procent. Nejvyssi
zastoupeni bylo zjisténo pro linalool, ktery dosahoval az 28 % v esencialnim oleji bazalky a 15 %
v oleji 3alvéje. Cetnost vyskytu téchto latek v esencialnich olejich a vysoké koncentrace nékterych
z nich potvrzuji potiebu jejich dalsiho sledovani, nebot’ pii absenci spravného oznaceni na obalu by
kosmetické vyrobky mohly nevyhovovat aktualnim legislativnim pozadavkim.

V 15 analyzovanych vzorcich ethanolickych a polyethylen glykolovych extraktii byly u dvou
znich zaznamenany koncentrace nékterych latek presahujici spodni legislativni limit. Nejvyssi
nameétena hodnota ¢inila 0,06 % pro eugenol v extraktu konopi. Celkové byl obsah vonnych alergent
v analyzovanych extraktech niz$i nez u esencialnich oleji. Vzhledem k tomu, Ze tyto extrakty
predstavuji pouze jednu ze vstupnich surovin pti vyrobé kosmetickych produktii a koncentrace
sledovanych latek v nich jsou velmi nizké, 1ze predpokladat, ze vysledné produkty budou v tomto
ohledu splnovat platné legislativni limity pro oznacovani na obalech produkta.

Zavér

Validovand metoda pro stanoveni vonnych alergenti v surovinidch uréenych pro vyrobu
kosmetickych ptipravki prokézala dostateCnou vytéznost, opakovatelnost i citlivost v souladu
s legislativnimi pozadavky. Implementace této metody umoziuje ucinnou legislativni kontrolu
ptitomnosti regulovanych vonnych alergenti v kosmetickych vyrobcich a surovinach, ¢imz podpoti
dohled nad dodrzovanim platné evropské legislativy. Zaroven poskytuje vyrobciim nastroj pro

presnéjsi a spolehlivéjsi oznacCovani téchto latek na obalech produktii a citlivym spotfebitelim
umoziuyje témto alergeniim predchéazet a vyhnout se tak nezadoucim alergickym reakcim.
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Uvod

Cypermetrin (C22H19Cl2NOs) patri medzi syntetické pyretroidy, ktoré napodobiuju uéinok
prirodzenych pyretrinov nachadzajicich sa v kvetoch Chrysanthemum cinerariaefolium. 1de o
insekticid so Sirokym uplatnenim v pol'nohospodarstve aj v domacnostiach. Vyznacuje sa vysokou
ucinnostou uz pri nizkych davkach. Cypermetrin je vysoko toxicky (oralna hodnota LDso — letalna
davka pre 50 % testovanej populacie — sa pohybuje od 250 mg-kg™" pri rozpusteni v oleji az po viac
ako 5000 mg-kg™ vo vodnych roztokoch) [1] pre vodné organizmy a méze mat’ dlhodoby negativny
vplyv na vodné ekosystémy. Niektoré Stadie poukazuju aj na mozné karcinogénne ucinky
cypermetrinu, ked’ze dlhodoba expozicia moze zvysovat riziko vzniku rakoviny ¢&i ovplyviiovat
reprodukéné zdravie a plodnost’ [2]. Tieto neziadce G¢inky poukazuju na potrebu analytickych
metdd pre jeho spol'ahlivej detekcie v environmentalnych vzorkach.

Popri tradiénych extrakénych technikach sa ¢oraz viac uplatituji moderné a efektivnejsie pristupy.
Na izolaciu cypermetrinu z environmentalnych vzoriek sa bezne vyuziva extrakcia kvapalina—
kvapalina (LLE) alebo extrakcia tuhou fazou (SPE), priCom vyber vhodného sorbentu predstavuje
kIacovy krok celého procesu. V poslednych rokoch sa do popredia dostavaju sorbenty s vysokou
selektivitou k cielovym analytom. Polyméry s odtlackom molekuly (MIP) st syntetické materialy
navrhnuté tak, aby selektivne rozpoznavali konkrétne molekuly, a ponutkaji tak vyznamny potencial
v rdznych oblastiach analytickej chémie [3].

V praci sme sa venovali priprave réznych foriem sorbentu. Polymér s odtlackom molekuly pre
templat cypermetrin bol pripraveny blokovou polymerizaciou (MIP) a polymerizaciou na povrchu
magnetickych Castic (Fe3Os@MIP). Pre pripravené polyméry bolo sledované napuciavanie a kinetika
sorpcie. Na popisanie rovnovahy pri adsorpcii sa pouzili modely adsorpénych izoteriem. Laboratorne
pripravené polyméry sa testovali ako sorbenty pre SPE.

Experimentalna cast’

MIP bol pripraveny blokovou polymerizaciou a Fe;O4@MIP suspenznou polymerizaciou na
povrchu magnetickych castic (60 °C, 24 h). Ako templat bol pouZzity cypermetrin a ako funkény
monomér sa pouzila kyselina metakrylova. Zmes acetonitril:aceton (9:1, v/v) bola pouzita ako
porogénne rozpustadlo, azoizobutyronitril ako iniciator a etylénglykoldimetakrylat ako sietovacie
¢inidlo. Na odstranenie templatu z dutin polyméru bola pouzitd Soxhletova extrakcia (24 h) s
extrakénym ¢inidlom metanol : kyselina octova (9:1, v/v). Na posudenie miery $pecifickych interakeii
polymérnych sorbentov s analytom sa pripravili aj sorbenty bez odtlacku molekuly- NIP a
Fe304@NIP. Napuciavanie bolo vyjadrené hodnotami napuciavacich pomerov v rozpustadlach-
voda, metanol, etanol, acetonitril, zmes acetonitril:aceton (9:1, v/v) a zmes metanol:kyselina octova
(9:1, v/v). Sorpéna kapacita sorbentov sa vyhodnotila vsadzkovym spésobom. Cypermetrin sa
stanovil pomocou HPLC-DAD (A = 210 nm). Ako stacionarna faza bola pouzitd koléna Nucleosil
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100-5 C18 (4,6 x 125 mm, 5 pm), ako mobilna faza sa pouzila zmes voda:acetonitril (30:70, v/v)
s prietokom 1 ml.min™! a ddvkovany objem bol 20 pl.

Vysledky a diskusia

V praci bol pripraveny MIP a aj jeho magneticka forma Fe;Os@MIP pre templat cypermetrin
spolu s nepotlacenymi formami NIP a Fe3O4@NIP. Experimentalne vysledky ukazali, Ze hodnota
napuciavacieho pomeru (S;) pre MIP a Fe3O4@MIP bola vo vécsSine pripadoch vyssia v porovnani s
nepotlacenymi formami NIP a Fe;O4@NIP, ¢o znamena, Ze sa pocas polymerizacie vytvorilo bohaté
mnozstvo dutin. Mechanizmus adsorpcie cypermetrinu na pripravenych polyméroch sa vyhodnocoval
pomocou modelov adsorpénych izoteriem- Langmuirova a Freundlichova izoterma a porovnala sa
vhodnost’ ich pouzitia. Zistilo sa, ze najvhodnej§im modelom bola Freundlichova izoterma, ktora
indikuje pritomnost’ heterogénnych sorpénych miest na sorbentoch. Hodnota Specifickej sorpénej
kapacity bola 2,48 pg.g™ pre MIP a 12,35 pg.g™! pre Fes04@MIP. V dalsej faze prace sa uskutoénilo
testovanie vhodnosti pripravenych sorbentov pre SPE. Vytaznost MIP-SPE a Fe;04@MIP-SPE sa
sledovala na 3 koncentraénych tirovniach s vytaznostami nad 73%. Extrakty sa analyzovali pomocou
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie so spektrofotometrickou detekciou. Odozva detektora
bola linearna v rozsahu koncentracii od 0,014 do 1,0 mg.ml'. Hodnota LOD sa uréila vypodétom z
parametrov kalibragnej zavislosti a ma hodnotu 4,2 ug.ml.

Zaver

Pripravili sa a porovnali niektoré vlastnosti dvoch foriem polymérneho sorbentu, MIP a
Fe304@MIP, pre templat cypermetrin. MIP je vhodnejsi na SPE v kolonke, zatial’ co Fe;O4@MIP je
vhodnej$i na vsadzkovu extrakciu pretoZze umozinuje jednoduché oddelenie faz pouzitim externého
magnetu. Dal$im krokom bude priprava molekularne potladenej membrany (MIM) pre templat
cypermetrin, ktora by sa pouzila pri extrakcii cypermetrinu z environmentalnych vzoriek.
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Uvod

Borem dopované diamanty (BDD) piedstavuji vysoce stabilni a chemicky odolné materialy
s Sirokym potencialovym oknem [1]. Modifikace povrchu elektrod je G¢inny nastroj pro vylepseni
jejich vlastnosti a mtize probihat neékolika zptsoby, a to fyzikalni adsorpci, chemickou adsorpci
nebo graftingem - kovalentnim navazanim molekul [2]. Grafting miZe byt iniciovan chemicky,
elektrochemicky, fotochemicky nebo plazmou [3]. Béhem elektrochemické modifikace diazoniovou
soli se na elektrodu aplikuje zaporny potencial, ktery zptisobi redukci diazoniové skupiny na arylovy
radikal. Tento radikal je vysoce reaktivni a kovalentné se vaze na uhlikovy povrch elektrody [4,5].
Takto upraveny povrch 1ze dale modifikovat pro vyvoj biosensort napt. navazanim enzymu ¢i DNA.

Bis(9,10-diox0-9,10-dihydroanthracen-1-diazonium) chlorid zineénaty (AQD) je organicka
sloudenina, ktera se fadi mezi aryl-diazoniové sole. Diky ptitomnosti chinoidni struktury je AQD
elektrochemicky redukovatelny na antracen-9,10-diol, ktery Ize oxidovat zpét na antrachinon. V této
praci byla optimalizovana elektrochemicka metoda pro modifikaci BDD elektrody reduktivnim
graftingem diazoniovou soli AQD a charakterizovan takto modifikovany povrch.

Experimentalni ¢ast

Voltametricka méfeni byla provadéna na piistroji Eco-Tribo polarograf (ECO-Trend Plus, CR)
ovladanym programem MultiEIChem 3.2.0, v tiielektrodovém zapojeni. Jako pracovni elektroda byla
pouzita komer¢ni BDD elektroda BioLogic SAS (primér BDD disku 3 mm). Jako referentni
elektroda byla pouzita argentchloridova elektroda (Ag | AgCl| 1 mol dm= KCl) a pomocné byla
platinova elektroda (ob& Elektrochemické detektory, Turnov). Pro cyklickou voltametrii (CV) byl
ptipraven roztok 1 mol dm™KCl aroztok 1 - 10> mol dm™ Ki3[Fe(CN)s] v 1 mol dm= KCI.
Na elektrochemicky grafting byl piipraven roztok 1-10>moldm™ AQD soli v prostiedi
1 mol dm= KCl s objemovou koncentraci acetonitrilu 10 %. Modifikace probihala dvéma zpiisoby -
cyklickou voltametrii (CV) a potenciostatickym graftingem. Cyklické voltamogramy [Fe(CN)s]*"+
byly méfeny anodicky od 0 V do +1100 mV, katodicky do —750 mV a anodicky zpét do +1100 mV.
Elektroreduktivni grafting nasyceného roztoku AQD soli byl provadén CV od+1100 mV
do =750 mV. Rychlost skenu v obou piipadech byla 100 mV s'. P¥i modifikaci potenciostatickym
graftingem byl na elektrodu aplikovan zaporny potencial —800 mV po dobu 10s. Povrch BDD
elektrody byl pfed nagraftovanim vzdy leStén pomoci suspenze aluminy (velikost ¢astic 1,1 pm,
Elektrochemické detektory, Turnov, CR) Elektrochemicka impedanéni spektroskopie (EIS) byla
provadéna pomoci potenciostatu pAutolab typ III s modulem FRA, ktery byl fizen programem
Nova 2.1.7 (Metrohm, Svycarsko) a byla piipravena 1 - 10> mol dm™ ekvimolarni smés systému
[Fe(CN)s]>™ v 1 mol dm™ KCI.
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Vysledky a diskuse

Z obr. 1A vyplyva, zZe vlastni grafting CV se projevil pikem pfipotencidlu —462 mV,
ktery odpovida odstépeni molekuly N2 z molekuly diazoniové soli AQD a vzniku arylového radikalu.
Modifikace se dadle  projevila  katodickym  pikem  pfipotencidlu  —589 mV,
ktery pravdépodobné odpovida redukci navazaného antrachinonu na povrchu elektrody. Anodicky
pik odpovidajici zpétné oxidaci antracen-9,10-diolu na antrachinon v§ak chybi. Pro charakterizaci
lesténé BDD pied a po modifikaci byl dale pouZit redoxni systém [Fe(CN)s]*"*. Z obr. 1A je
evidentni, Ze po provedeni graftingu nebyla pozorovana vyrazna zména v odezvé tohoto systému.
Pii modifikaci potenciostatickym graftingem nebyla pozorovana zmeéna v odezvé systému
[Fe(CN)s]*>*, ale objevuje se zde pik pti potencidlu —549 mV, ktery pravdépodobné ukazuje redukci
antrachinonu (obr. 1B). Z méfeni EIS vyplyva, ze elektroda modifikovand potenciostatickym
graftingem nasyceného roztoku AQD soli pii potencialu —800 mV po dobu 10 s vykazuje vyssi
hodnotu odporu k pfenosu naboje nez elektroda leSténa, coz ukazuje na moznou piitomnost
modifikaéni vrstvy.
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Obr. 1 A CV (1) graftingu nasyceného roztoku AQD soli a 1 - 107> mol dm™ systému [Fe(CN)s]> 7+
na (2) modifikované BDD elektrod¢ a na (3) lesténé (nemodifikované) BDD elektrodé. Obr. 1 B CV
1-1073mol dm™ systému [Fe(CN)s]>’* na (1) lesténé BDD elektrodé a na (2) elektrods
po modifikaci potenciostatickym graftingem.
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Zavér

Namétena redoxni aktivita po modifikaci, ktera byla potvrzena pfitomnosti katodickych signala
ziejmé odpovidajicich redukci navazaného antrachinonu a nartstem odporu k pfenosu naboje, vsak
poukazuje na zmény, které mohou byt disledkem cEaste¢né modifikace povrchu. Takto upravena
elektroda by mohla nastrojem pro vyvoj pokrocilych analytickych zafizeni a biosenzort.
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Uvod

Nesteroidné protizapalové lieciva (NSAIDs), bezne vyuzivané v humdnnej aj veterinarnej
medicine, patria medzi chiralne zluceniny. Enantioméry NSAIDs maji rozdielnu farmakokinetiku,
biologicku aktivitu, toxicitu, vratane ekotoxicity [1, 2]. Ich monitorovanie v Zivotnom prostredi
za ucelom efektivneho odburavania si vyzaduje vyvoj citlivych a spol'ahlivych analytickych metod.
Separacia enantiomérov sa v HPLC najcastejSie realizuje pomocou chiralnych stacionarnych faz
(CSF). Polysacharidové CSF a CSF zalozené na makrocyklickych antibiotikdch umoziiuju
enantioseparaciu Sirokej $kaly zlucenin, vratane lieCiv, aplikovanim réznych separaénych modov,
reverzno-fazovy, konvenény, polarno-organicky [3].

Cielom tejto prace bolo optimalizovat’ podmienky pre chiralnu HPLC vybranych NSAIDs,
ibuprofén, flurbiprofén, ketoprofén, fenoprofén a naproxén, s pouzitim polysacharidovej CSF
vdvoch separatnych moédoch. Uginnost enantioseparacie sa porovnala s CSF zo skupiny
makrocyklickych antibiotik.

Experimentalna ¢ast’

Na analyzu sa pouzil kvapalinovy chromatograf Agilent (1200 seria), pozostavajuci
z vysokotlakového cerpadla, manualneho davkovacda, termostatu kolon a spektrofotometrického
detektora. Chirdlna HPLC-UV separacia bola uskuto¢nena na koldéne so stacionarnou fazou Lux
Amylose 1 (4,6x250 mm, 5 um) a makrocyklickych CSF Chirobiotic (4x250 mm, 5 pm; chiralne
selektory teikoplanin (T), vankomycin (V), ristocetin (R)). Na pripravu mobilnych faz boli pouzité
chemikalie: metanol a acetonitril (pre HPLC), kyselina mrav¢ia, octan amonny, kyselina octova (p.a).
Prietok mobilnej fazy bol 0,7 ml.min"!, koléna bola udrziavana pri teplotach 10 - 25 °C a davkovany
objem bol 20 pl. Detekcia prebiehala pri vinovej dizke 230 nm.

Vysledky a diskusia

Chiralna HPLC-UV separacia vybranych NSAID na polysacharidovej CSF (chiralny selektor —
amyléza 3,5-dimetylfenyl karbamat) bola realizovana za pouzitia dvoch separaénych moédov,
separaény mod s obratenymi fazami (RP) a polarno organickom méde (PO). Pri RP méde s mobilnou
fazou metanol/0,1 % kyselina mrav¢ia (90/10, v/v) doslo k separacii enantiomérov flurbiprofénu a
ibuprofénu s rozliSenim R;; = 2,79 a 0,48. Znizovanim obsahu metanolu v mobilnej faze sa zvySovali
elu¢né charakteristiky enantiomérov analytov a rozliSenie (Obr.1). Pri pomere 70/30 (v/v) sa dosiahla
aj Clastofnéd separdcia enantiomérov fenoprofénu Rj; = 0,59. V d’alSom kroku sa zmenil typ
organického modifikadtora v mobilnej faze. Pomocou mobilnej fazy acetonitril/0,1 % kyselina
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mravcia 70/30 (v/v) sa separovali enantioméry flurbiprofénu Ry = 1,35. Pri niz§ich obsahoch
organickej zlozky v mobilnej faze sa okrem flurbiprofénu rozseparovali aj enantioméry ibuprofénu.
Pri pomere 30/70 (v/v) Rjj dosiahlo hodnotu 1,28.
V PO mode, s pouzitim mobilnej fazy metanol/acetonitril/kyselina mrav¢ia v pomere 90:10:0,1 —
25:75:0,1 (v/v/v) sa nedosiahla separacia enantiomérov.

Separacia NSAID bola uskuto¢nena aj pomocou CSF zo skupiny makrocyklickych antibiotik
v kombinacii s RP a PO mdédom. Najucinnejsia separacia enantiomérov ibuprofénu a flurbiprofénu
bola dosiahnuta na stacionarnej faze Chirobiotic T v kombinacii s mobilnou fazou acetonitril/0,1%
trietylamin acetatu (TEAA) v pomere 20/80 (v/v) pri 25 °C (Rjj(ibuprofén) = 1,17) a mobilnou fazou
metanol/0,1% TEAA v pomere 30/70 (v/v) pri 10 °C (R;(flurbiprofén) = 0,82). Pouzitim CSF
Chirobiotic R sa dosiahla U¢innejSia separacia enantiomérov ketoprofénu (R = 1,06) pri
pouziti mobilnej fazy metanol/0,1% TEAA v pomere 30/70 (v/v) pri 10 °C. Separacia NSAID na CSF
Chirobiotic V v RP méde a na vsetkych makrocyklickych CSF v PO méde nebola tspesna.

[mV]

—— metanol/0,1% kyselina mravcia pomer 70/30 (v/iv)

—— metanol/0,1% kyselina mravéia pomer 80/20 (v/v)

60l —— metanol/0,1% kyselina mravcia pomer 90/10 (v/v)
£ o
]

204

| D

0 10 20 30 “ 50
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Obrazok 1: Chromatografické zdznamy separacie flurbiprofénu na koléone Lux Amylose 1 v RP
separacnom mode pre rézne zlozenie mobilnych faz metanol/0,1 % kyselina mravcia

Zaver

Vybrana skupina NSAIDs lieciv sa lisi hydrofébnou ¢astou molekuly, ¢o mézeme predpokladat’
za jeden z faktorov prispievacici k zmenam wcinnosti separacie enantiomérov na testovanych CSF
a separacnych modoch. Z vysledkov vyplynulo, Ze RP méd je vhodnejsi na rozliSenie enantiomérov
vybranych analytov. Spomedzi testovanych stacionarnych sme dosiahli separaciu enantiomérov troch
latok na fazach Chirobiotic T aj Lux Amylose 1, pricom na Lux Amylose 1 boli dosiahnuté vyssie
hodnoty rozliSenia pre flurbiprofén, ibuprofén a fenoprofén. Na HPLC separaciu enantiomérov
vybranych lie¢iv na polysacharidovej kolone sa javi ako vhodnejSia mobilna faza metanol a 0,1 %
kyselina mrav¢ia s pomerom 70/30 (v/v).

V dalSej praci by bolo vhodné testovat’ vplyv teploty polysacharidovej CSF na ucinnost’ separacie
enantiomérov. Dosiahnuté vysledky budu prispevkom k vyvoju analytickej metddy pre stanovenie
vybranych NSAID v enavironmentalnych vzorkéch.
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Uvod

Sacharidy predstavuju esencialne makroziviny, ktoré plnia Glohu primarneho zdroja energie,
stavebnych komponentov ¢i metabolickych prekurzorov. V mlieku cicavcov ma dominantné
postavenie laktoza, ktora tvori az 80 % celkového obsahu cukrov. Jej koncentracia sa meni
v zavislosti od zivoéiSneho druhu i technologického spracovania mlieka, priCom sa pohybuje
v rozmedzi 2-8,5 %. Pocas tepelnej ¢i enzymatickej upravy, ale aj mikrobidlnym pdsobenim
dochadza k hydrolyze laktdézy na a-D-glukézu a f-D-galaktozu, o ovplyviiuje nutricny profil
a senzorické vlastnosti mlie¢nych vyrobkov. [1]

Nedostatok alebo znizena aktivita enzymu laktdza v l'udskom organizme spdsobuje neschopnost’
efektivne travit' laktézu a vedie k rozvoju laktdzovej intolerancie. Tento stav je rozSireny
predovsetkym u dospelych jedincov aje sprevadzany gastrointestindlnymi tazkostami spolu
s diétno-vyzivovymi restrikciami. Hoci lakt6zova intolerancia nepredstavuje zivot ohrozujuci stav,
jej vysoka prevalencia podnietila rozvoj trhu s delaktézovanymi potravinami. Vyrobcovia deklaruji
obsah laktozy nizsi ako 0,1g/100g, a predsa je potrebné realizovat’ kvantitativnu analyzu s cielom
prevencie traviacich tazkosti u 0s6b s neznasanlivost'ou tohto cukru. [1,2]

Pred samotnou analyzou mlie¢nej vzorky je nevyhnutné vhodne zvolit’ prediipravny postup, ¢im
sa odstrania interferujuce makrozlozky, neziaduce necistoty a ddjde kuvolneniu sacharidov
z komplexnej Struktar. Moderné separacné techniky, predovSetkym chromatografia, umoziuju
efektivnu identifikaciu a kvantifikdciu laktézy aj v multikomponentalnych vzorkach. Vyvoj novych,
jednoduchsich a spol'ahlivejSich metdd analyzy je kluovy pre oblast’ potravinarskej chémie,
ale aj klinickej praxe. [2]

Experimentalna ¢ast’

Kalibracné roztoky boli pripravené ako vodné roztoky monohydratu laktozy.
Pred uskutoénenim plynovo-chromatografickej analyzy s plamefiovo-ioniza¢nou detekciou
(GC-FID) boli vsetky kalibra¢né roztoky a vzorky podrobené rovnakému postupu spracovania. Ten
pozostaval z koagulacie bielkovin metanolom pocas 30 minut na trepacke, centrifugacie (3 min,
2800 RPM) s cielom eliminovat’ lipidy, suSenia ziskaného supernatantu a naslednej derivatizacie.
Derivatizacia prebiehala dvojstupniovo. V prvej faze bolo k sacharidovému zvysku pridanych 400 pl
acetonitrilu (ACN) obsahujiceho interny Standard (naftalén-2-ol, 2000 ppm), d’alej 300 pl
hexametyldisilizanu (HMDS) a 2 pl kys. trifluéroctovej (TFA), priCom zmes bola miesana 30 minut
(300 rpm) pri 50 °C. Druha faza spoCivala v  pridani 300 upl )
N,O-bis(trimetylsilyl)trifluoroacetamidu (BSTFA) a opdtovhom mieSani po dobu 30 minuat
pri teplote 80 °C.

Analyza vzoriek bola uskutoénena v troch paralelnych sériach prostrednictvom plynového
chromatografu Agilent 6850N vybavenom FID detektorom. Separacia derivatizovanych sacharidov
prebiehala na kapilarnej kolone HP Ultra 2 (25m x 0,2 mm x 0,33 pum) s (5 %-fenyl)-
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metylpolysiloxdnovou staciondrnou fazou. Nosnym plynom bol vodik s prietokom
1,9 ml/min. Do systému bol davkovany 1 pl vzorky pri teplote davkovaca 300 °C v split mode
(20:1). Teplota FID detektora bola nastavend na 320 °C. Teplotny program separacie zacinal
pri teplote 60 °C, s naslednym gradientom 20 °C/min az na teplotu 320 °C, ktora bola udrziavana
po dobu 2 mintt. Celkovy ¢as analyzy bol 16 minat.

Vysledky a diskusia

Nevyhnutnym krokom tejto prace bola optimalizacia plynovo-chromatografickych podmienok
s cielom dosiahnut’ selektivnu separaciu disacharidov od mono- a trisacharidov. Za optimalne
sa povazovali podmienky, pri ktorych boli piky symetrické a rozliSenie dosiahlo hodnotu > 1,5.
Nasledne bola pripravena séria kalibraénych roztokov laktézy v rozsahu 0,1 — 10 %, ¢o pokryvalo
predpokladané koncentracie laktézy v mlieénych produktoch. Kalibraéna zavislost' vykazovala
linearny charakter (smernica 2,69-107%, usek 8,29-1073, R = 0,997) a korekcia signalu bola
definovana ako pomer ploch vsetkych foriem laktozy k ploche interného Standardu.

Vypracovanou metédou bolo analyzovanych 18 tekutych mliecnych vzoriek. Obsah laktozy bol
stanoveny vyuzitim kalibranej rovnice, priCom sa pohyboval v rozmedzi od 2,18 % do 4,82 %.
Ako sa ocakavalo, UHT mlieka obsahovali menej laktdzy nez surové mlieka v dosledku jej tepelne;j
hydrolyzy. V delaktézovanom mlieku sa nepreukazala pritomnost’ laktozy, ¢o suvisi s pridavkom
laktazy a naslednou enzymatickou hydrolyzou. Pasterizované a fermentované produkty vykazovali
znizeny obsah laktdzy vplyvom tepelného spracovania a fermentacie.

Presnost metddy a automatického davkovania bola hodnotena opakovatelnost'ou troch
kalibra¢nych roztokov (0,1 %, 5 % a 10 %) a troch paralelnych vzoriek mlieka. Kazda vzorka bola
analyzovana trikrat a vysledky boli spriemerované. Relativne smerodajné odchylky neprekrocili
2 %, ¢o potvrdzuje vysoku presnost’ davkovania a derivatizacie.

Zaver

Laktoza je disacharid, ktory v dneSnej dobe spdsobuje traviace tazkosti znacnej ¢asti populacie.
Z tohto dovodu je dolezité monitorovat’ jej pritomnost’ a obsah v potravinach. Presné stanovenie
pritomnosti laktozy umoziiuje vyrobcom zabezpecit’ kvalitu produktov a spotrebitel'om poskytnit’
bezpe¢né informacie o zloZeni potravin. Na dosiahnutie tychto cielov je potrebnd spolahliva
analyticka metdda, ktora dokaze laktozu efektivne detegovat’ a kvantifikovat’.

Vyvinutd metdda pozostdva zjednoduchej predipravy mlieénych vzoriek a néslednej
16 minatovej GC-FID separacie derivatov sacharidov. Vd’aka tomu je navrhnutd metéda vhodna
na rychlu a spolahliva analyzu tekutych mlie¢nych vyrobkov, pricom vysledky vykazuju vysokt
opakovatel'nost’.
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Uvod

Kyselina askorbova, tiez znama ako vitamin C, je vo vode rozpustny mikronutrient, ktory je pre
Pudi esencialny. Kyselina askorbova sa nachadza v rdznych druhoch ovocia a zeleniny, pricom
obsah tohto vitaminu zavisi nielen od druhu plodiny, ale aj od velkého mnozstva inych faktorov,
ako napriklad dizka dozrievania, region pdvodu amnohych dalsich [1]. Vdaka svojej
elektrochemickej aktivite je mozné kyselinu askorbovil stanovit pomocou elektroanalytickych
metdd. Biosyntéza a degradacia kyseliny askorbovej si pomerne zloZité procesy, ktoré neboli
doposial’ dostatocne popisané, av§ak v poslednej dobe sa ukazuje, ze obsah kyseliny askorbovej je
neznamym sposobom spéty s rozlicnymi bio aktivnymi latkami, ¢o méze naznaCovat, Ze presné
stanovenie kyseliny askorbovej by mohlo sluzit’ ako faktor posudzovania kvality plodin [2].

Cielom predloZenej prace je stanovit kyselinu askorbovi v rozliénych vzorkach ovocia
a zeleniny a zaroven zistit', ¢i stupeit dozrievania ma vplyv na obsah tohto vitaminu. Vyraznej$ie
rozdiely by mohli mat’ vplyv na kvalitu potravin a tym padom by sa tieto poznatky dali aplikovat’
pri kontrole kvality.

Experimentilna ¢ast’

Na stanovenie kyseliny askorbovej sme pouzili analyzator EcaFlow GLP 150 od firmy
ISTRAN. EcaFlow vyuZiva principy prietokovej elektrochémie, coulometrie a coulometrickych
titracii, pricom na analyzu sme pouzili metddu prietokovej chronopotenciometrie.

Po Ciastoénej validacii parametrov nasledovalo samotné aplikovanie metddy na analyzu realnej
vzorky. Cast’ vzoriek bola zakiipena v obchodnych retazcoch, jednalo sa o papriku, paradajku,
limetku, cesnak, druhd Cast’ vzoriek pozostavala zo vzoriek domaceho pdvodu, pricom sa jednalo
0 paradajky, na ktorych sa testoval predpoklad zmeny obsahu kyseliny askorbovej na zaklade
stupiia dozrievania. Tieto vzorky pozostdvali z paradajok dozretych, nezrelych a odtrhnutych
nezrelych, ktoré dozreli mimo rastliny. Paradajky dozrievali na otvorenom balkoéne, pricom jedna
sada sa odtrhla pred dozretim a nechala sa dozriet’ v sklenenej nadobe. TaktieZ sme medzi vzorky
zaradili ¢insky a Cesky cesnak, na overenie vplyvu regionu pdvodu na obsah kyseliny askorbove;.
Poslednou sériou vzoriek boli tablety od vyrobcov Bio Pharma a Dr. Max, s vyrobcom
deklarovanym obsahom kyseliny askorbovej 500 mg/tableta. Tablety sluzili na overenie spravnosti
pouzitej metody.

Vzorky boli skladované v chlade (priblizne 5 °C), aby sa zabranilo rychlej degradacii kyseliny
askorbovej.

Vysledky a diskusia
Vykonala sa ¢iasto¢na validécia, ktora ukéazala, Zze metdda je linedrna od 0,5 mg/l do 20,0 mg/l.

Zistena hodnota medze detekcie bola 0,16 mg/l a medze stanovenia 0,48 mg/I. Pri 15 opakovaniach
bola vypocitana opakovatel'nost RSD = 3,4%.
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Vysledky analyzy vzoriek kupovanych v obchodnych retazcoch boli nasledovné (obsah
kyseliny askorbovej v mg/100g danej plodiny): limetka (18,4 £ 0,1); paradajka (kupovana) (14,4 +
0,9); paprika (97,0 = 1,6); cesnak (kupovany) (15,3 + 0,7). V dvoch réznych sadach domacich
paradajok sme stanovili hodnoty (v mg/100g paradajok), paradajka zrela (71,2 + 5,8) druha sada
(89,6 = 1,8); paradajka nezreld (25,6 + 0,8) druha sada (68,1 + 1,2); paradajka dozretd mimo
rastlinu (34,3  1,0) druh4 sada (73,6 + 1,4). Dalsimi vzorkami boli &insky a &esky cesnak, pri¢om
hodnoty kyseliny askorbovej (v mg/100g cesnaku) boli: cesnak ¢insky (6,0 = 0,5); cesnak Cesky
(3,8 £ 0,2). Analyza tabliet, ktoré mali vyrobcom deklarovanti hodnotu kyseliny askorbovej 500
mg/tableta, bola nami zistena hodnota (v mg/tableta) pre tablety: Dr. Max (546,0 £ 39,0); Bio
Pharma (550,0 + 37,0).

Zaver

Podarilo sa nam stanovit’ kyselinu askorbovil v réznych vzorkach, ¢o poukazuje na vhodnost’
zvolenej metddy. Zaroven sme dokazali, ze doba dozrievania mé vyrazny vplyv na obsah kyseliny
askorbovej v domacich paradajkach, ¢o potvrdzuji vyssie uvedené vysledky. Takisto si mdzeme
v§imnit, ze po odtrhnuti paradajky sa proces biosyntézy kyseliny askorbovej vyrazne spomal’uje
atym padom sa celkovy obsah kyseliny askorbovej uz vyraznejSim spdsobom nemeni. Analyza
¢inskeho a ¢eského cesnaku ndm moze naznacovat', ze region pévodu mdze mat’ vplyv na vysledny
obsah kyseliny askorbovej a tym aj na celkova kvalitu plodiny.
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Elektronické cigarety (ENDS) generuji aerosol zahrievanim e-liquidov (tekutd zmes) bez
spalovania tabaku. Hoci redukuju niektoré pyroprodukty, pretrvava riziko stopovych t'azkych kovov,
najmé Pb a Cd. Tieto prvky su toxikologicky vyznamné pre svoju kumulativnost’ a dlhy biologicky
polcas. Ciel'om prace bolo kvantifikovanie Pb a Cd v komer¢nych e-liquidoch a odhadnut’ ich prenos
do aerosoélu.

Experimentalna cast’

Vybrali sme Sest’ komer¢nych znac¢iek: PUFF HOUSE, XEO VAPOR, EDGE, SALT, ELFBAR,
VUSE GO. Vysledky umoziuju porovnanie medzi znackami a odhad relativnej expozicie
pouzivatela. Metdda kombinuje Uc¢inné rozlozenie matrice a citlivi detekciu na ng urovni.
Testovanim vzoriek e-liquidov zo $iestich komerénych znaciek boli analyzované metédou AAS. Pred
meranim boli vSetky vzorky mikrovinne mineralizované zmesou HNOs/H20: (5 ml + 0,5 ml) pri
180 °C pocas 20 minut. Po ochladeni sa mineralizaty preniesli do odmernych baniek (25 ml pre Cd,
50 ml pre Pb) a doplnili destilovanou vodou. Koncentracie boli vyjadrené v ng-g™! po prepoéte podl'a
hmotnostnej navazky. Simulovany prenos bol testovany prebublanim dymu premyvackou s 0,1
mol-I"* HNOs ako zachytavacim roztokom. Kalibracia prebiehala s externymi Standardmi Pb a Cd
(1,000 g-1'") v kyslom prostredi HNOs, s tromi kalibracnymi bodmi. Merania sa uskuto¢nili na
spektrometri contrAA 700 (Analytik Jena, Nemecko) s elektrotermickou atomizaciou (grafitova
kyveta).

Vysledky a diskusia

V analyzovanych komerénych e-liquidoch sa koncentracie kadmia (Cd) a olova (Pb) pohybovali
na stopovej urovni v rozsahu jednotiek az desiatok ng-g™'. Pre Cd bol pozorovany interval priblizne
8,36-87,80 ng-g™!' (minimum ELFBAR; maximum XEO VAPOR), kym pre Pb 0,50-9,36 ng-g™*
(minimum SALT; maximum VUSE GO). Hodnoty vychadzaji z trojnasobnych merani a
dokumentuji vyrazni medziznac¢kovi variabilitu. Vztah medzi obsahom Cd a Pb naprie¢ znackami
bol stredne silny (r= 0,68; R?~ 0,46), o naznacuje, ze uvolfiovanie oboch prvkov moze byt Ciastocne
riadené spoloénymi zdrojmi (materidl cievok, spajky) a prevadzkovymi podmienkami (teplota,
vykon). Tento obraz je konzistentny s prehl'admi, ktoré zdoraziuji tlohu konstrukcie zariadenia a
degradacie cievky vo formovani kovovej zat'aze [1,2,3]. Simulovana inhalacia cez premyvacku (0,1
mol-I"! HNO:s) potvrdila prenos kovov do zachytavacieho média: pre e-cigaretu sa detegovalo Cd
~17,15 + 0,25 ng a Pb ~1,06 + 0,02 png. V porovnani s dymom z jednej klasickej cigarety (Cd ~101
+ 1 ng; Pb ~13,34 + 0,31 ng) ide o rddovo nizsie mnozstva, hoci skuto¢na expozicia zavisi od
topografie tahov, stavu cievky a zloZzenia naplne [4]. Vysledky podporuju, ze medzi vyrobkami
existuje Siroké rozpitie kovovej zat'aze, a preto nie je vhodné zovseobecnit’ riziko na celtl kategériu
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ENDS. Novsie prace upozoritujil najmé na jednorazové zariadenia, kde moze degradacia materialov
a pouzité zliatiny viest' k zvySenym emisiam toxickych kovov [3]. Z metrologického hl'adiska
vykazovala metdéda dobru opakovatelnost’ a linearitu kalibracie (R* > 0,995), ¢o je v stlade s
poziadavkami na stopovu analyzu kovov v organickej matrici pri pouziti AAS s elektrotermickou
atomizaciou a mikrovlnnej mineralizacie [5]. Vysledky poukazuju na vyznamnost $tandardizovaného
monitoringu [1].

Zaver

Stidia potvrdila pritomnost kadmia a olova v komerénych e-liquidoch na stopovej tirovni
(jednotky az desiatky ng-g™'). Vyznamna medziznackova variabilita poukazuje na materidlové a
konstrukéné rozdiely zariadeni a kvalitu vyroby. Simulovana inhalacia preukazala prenos kovov do
zachytavacieho média, avSak radovo niz§i nez pri klasickej cigarete. Pouzitd metodika (mikrovinna
mineralizacia + AAS s elektrotermickou atomizaciou) dosiahla vysoku linearitu a opakovatel'nost’.
Zistenia podporuju potrebu priebezného monitoringu a racionalnych regulaénych opatreni
zameranych na minimalizaciu rizik.
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Polymér s odtlackom molekuly (Molecularly Imprinted Polymer, MIP) je selektivny typ
adsorbentu vyuzivany v extrakénych a separaénych technikach, biosenzoroch, izolacii latok.
Polymeriza¢nu zmes tvori templat (odtlaCana zlicenina, vd’aka ktorej sa vytvoria dutiny
na zachytenie analytu z matrice vzorky), funkény monomér, sietovacie ¢inidlo a porogén [1].
Pri syntéze MIP sa Casto vyuZzivaju organické rozptstadla, a preto je v sucasnosti snahou vyuzivat’
alternativne a ekologickejSie postupy pripravy a zlozky polymerizacnej zmesi. Jednym z nich je
vyuzivanie hlboko eutektickych rozpustadiel (Deep Eutectic Solvent, DES) ako nédhradu za porogén
¢i monomér [2].

Praca je zamerana na pripravu MIP adsorbentov pre templaty kumarin a umbeliferon s vyuzitim
DES tvoreného z cholin chloridu (ChCl) a kyseliny metakrylovej (MAA) vo funkcii monoméru
v polymerizacnej zmesi. PreSetril sa vplyv pomeru zloziek DES na sorpéné vlastnosti adsorbentu
a selektivitu.

Experimentalna ¢ast’

I) Priprava DES-MIP a DES-NIP: Polymerizacna zmes obsahovala DES (ChCl a MAA
v pomere 1:1 a 1:2 mol/mol; funkény monomér), kumarin alebo umbeliferon (7-hydroxykumarin;
templat), chloroform alebo acetonitril (porogén), etylénglykol metakrylat (sietovaci monomér)
a azobisizobutyronitril (iniciator). Polymerizacia sa uskuto¢nila v olejovom kupeli pri teplote 60 °C
pocas 24 hodin. Tuhy polymérny blok sa rozdrvil, preosial a dekantoval acetonom. Templat
sa odstranil Soxletovou extrakciou (extrakéna zmes: metanol:kyselina octova v pomere 9:1, v/v;
24 hodin). Adsorbent bez odtlacku molekuly (Non-Imprinted Polymer, NIP) sa pripravil rovnakym
postupom, avsak bez pridavku templatu do polymeriza¢nej zmesi.

II) Hodnotenie sorpcie kumarinov na MIP a NIP: K adsorbentu (50 mg) sa pridal roztok
(1,25 ml) kumarinu/umbeliferonu (0,001 a 0,01 mg/ml pripraveny v deionizovanej vode alebo
v zmesi voda:metanol v pomere 1:1; v/v), zmes sa mie$ala 60 minut pri 25 rpm a laboratornej
teplote, potom sa centrifugovala 2 min pri 300 rpm.

III) HPLC-DAD: Na separaciu kumarinu a umbeliferénu sa pouzila kolona CORTEX Shield
RP18 (100 x 4,6 mm, 2,7 pm). Davkovany objem bol 20 pl, teplota koldény 25 °C a prietok mobilnej
fazy 0,7 ml/min. Testované boli tri mobilné¢ fazy: 1% kyselina octova : 1% kyselina octova
v metanole (65:35 v/v), 1% kyselina octova : 1% kyselina octova v etanole (70:30 v/v) a 1%
kyselina octova : 1% kyselina octova v acetonitrile (65:35 v/v). Chromatogramy sa zaznamenali pri
vinovych dizkach 280 nm (kumarin) a 320 nm (umbeliferén).
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Vysledky a diskusia

Blokovou polymerizaciou sa pripravilo 10 DES-MIP a 5 DES-NIP (Tabul’ka 1), pricom DES-
MIP 9 nevytvoril tuhy blok polyméru. Testovanie sorpénych vlastnosti ukazalo, ze MIP zachytili
priblizne 30-50% z pridaného mnozstva kumarinov z roztokov pripravenych vo voda:metanol (1:1
v/v). Sorpcia kumarinu a umbeliferénu z vodnych roztokov nebola $pecificka. Z preSetrenia vplyvu
typu porogénu na uéinnost’ sorpcie kumarinov sa zistili lepsie vysledky pre DES-MIP pripravené
s porogénom chloroform. Za perspektivne adsorbenty pre d’alSie testovanie sa zvolili DES-MIP 1
a DES-MIP 2 vzhladom na vyS$Sie hodnoty nasorbovaného mnozstva vybranych kumarinov
(pre zvolené podmienky sorpcie). Z hodnotenia selektivity MIP vyplynulo, ze DES-MIP 1
je selektivnejsi pre umbeliferon (templéat) v porovnani s Struktarnym analégom (kumarin).

Na analyzu extraktov sa vyvinula HPLC-DAD metoda s obratenymi fazami. Za najvhodnejsiu
mobilna fizu sa zvolila 1% kyselina octova : 1% kyselina octova v metanole (65:35 v/v). Cas
analyzy bol 7 minut. Pre oba analyty sa ur¢ili niektoré validaéné parametre, LODkum (0,02 pg-ml),
LODums (0,08 pg'ml'), linearny koncentratny rozsah 0,10-10 pg-ml' pre kumarin a 0,25-
10 pg-ml! pre umbeliferon, opakovatelnost elu¢nych ¢asov a ploch — RSD < 1,50 %.

Tabul’ka 1 Prehl'ad pripravenych DES-MIP a DES—NIP

DES-MIP  Templat DES Porogén DES-NIP DES Porogén
ChCI:MAA ChCI:MAA
(mol/mol) (mol/mol)
1 U 1:1 CHF 1 1:1 CHF
2 K 1:1 CHF
3 U 1:2 CHF 2 1:2 CHF
4 K 1:2 CHF
5 U 1:2 CHF 3 1:2 CHF
6 K 1:2 CHF
7 U 1:1 ACN 4 1:1 ACN
8 K 1:1 ACN
9 U 1:2 ACN 5 1:2 ACN
10 K 1:2 ACN

U — umbeliferén, K — kumarin, CHF — chloroform, ACN — acetonitril; templat:monomér:sietovacie
¢inidlo 1 : 4 : 16 mol/mol/mol

Zaver

V praci sa otestoval vplyv pomeru zlozieck DES a dalSich zloziek polymerizacnej zmesi
na ucinnost’ sorpcie vybranych kumarinov pomocou DES-MIP. Za perspektivne zlozky
v polymerizacnej zmesi sa zvolili: monomér ChCl a MAA v pomere 1:1 (mol/mol) a porogén
chloroform.

Pod’akovanie 5
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Likéry (napr. ovocné, orechové, bylinné) predstavuji komplexné vzorky obsahujuce mnozstvo
biologicky aktivnych zlicenin rastlinného pdvodu, medzi ktoré patria aj fenolové zluceniny
a kumariny. Tieto skupiny latok vyznamne ovplyviluji senzorické vlastnosti napojov, hlavne ich
aromu achut. Vysokoucinna kvapalinovd chromatografia na obratenych fazach (RP-HPLC)
kombinovana so spektrofotometrickou detekciou v UV oblasti ziarenia, alebo s florescenénou
detekciou je jednou z najcastejSich metod na separaciu a stanovenie organickych zlicenin, vratane
fenolovych zluc¢enin a kumarinov [1]. Na dosiahnutie separacie zlucenin s pozadovanym rozliSenim
(Rij > 1,5) je v HPLC nevyhnutna optimalizacia separacnych podmienok, ako st typ stacionarnej fazy
a zlozenie mobilnej fazy, ¢i gradientovy profil. Vzhl'adom na zloziti matricu likérov moze byt
analyza vzoriek komplikovana interferenciami mnohych latok. Zvysenie selektivity separacie a aj
detekcie je jednym znastrojov pri vyvijani metéd v HPLC pre priamu analyzu vzoriek
a pre stanovenie cielovych analytov na nizkych koncentra¢nych hladinach.

Praca je zamerana na vyber stacionarnej fazy a gradientu mobilnej fazy pre simultannu separaciu
dvanastich vybranych fenolovych zlucenin a kumarinov. Pozornost' bola zamerana aj na volbu
podmienok UV-spektrofotometrickej detekcie pomocou detektora s diodovym pol'om.

Experimentailna ¢ast’

Analyza bola uskutocnena na kvapalinovom chromatografe Agilent 1200 s DAD detektorom
a vysokotlakovym ¢éerpadlom s moznostou gradientovej elucie. Na separaciu zlucenin (kyselina
galova, kyselina vanilinova, kyselina ferulova, kyselina chlorogenova, kyselina kavova, kyselina p-
kumarinova, eugenol, kumarin, herniarin, skopoletin, umbeliferén, skoparén) boli pouzité kolony
Nucleosil 100 Phenyl-hexyl (4x125 mm, 5 um), Nucleodur 100-5 C18 ec. (4x250 mm, 5 pum),
Lichrocart Lichrospher RP-18 (4x250 mm, 5 pm) a Lichrosorb RP-8 (4x250 mm, 10 pm). Mobilna
faza obsahovala zlozky: 1 % kyselina octova (A) a1 % kyselina octova:metanol 20/80 v/v (B).
Na eltciu sa testovalo viacero gradientovych programov. Prietok mobilnej fazy bol 1 ml/min
a davkovaci objem bol 20 ul. Chromatogramy sa zaznamenavali pri vinovych dizkach 280 a 320 nm.
Vzorky likérov boli prefiltrované cez 0,45 um nylonovy striekackovy filter.

Vysledky a diskusia
Z rozdielnosti v Struktare vybranych zlucenin vyplyva, ze ich separacia izokratickou eluciou

v kratkom Case analyzy by bola nemozna, no gradientovy sposob elucie moze separacny ucinok
vyrazne zlepsit' a dosiahnut’ pozadované rozliSenie (Rij > 1,5). Spomedzi testovanych gradientov
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mobilnej fazy bol zvoleny nasledovny: 0—12 min, 0 % — 40 % A; 12—15 min, 40 % A; 15—18 min,
40 % — 50 % A; 1826 min, 50 % — 100 % A; 26-36 min, 100 % A.

Selektivita separacie je v HPLC dolezity nastroj na ovplyvnenie separacie. Stacionarna faza
je spolu s d’alsimi faktormi (zloZenie mobilnej fazy, teplota, povaha analytu) dolezitym parametrom
ovplyviujiicim selektivitu separacie [2]. Preto sa na vyber vhodnej kolony pre vyvoj metddy bezne
pouziva skrining kolon. V tejto §tudii boli testované stacionarne fazy typu C8, C18 a fenyl-hexyl.
V praci sa hodnotili eluéné rozdiely cielovych zlicenin a selektivita kolon na zaklade Neueho
deskriptora selektivity (hodnota S; S = 100x(1-R?)*%). Najvyssie rozdiely v selektivite sa pozorovali
pre kolony typu fenyl-hexyl a RP-18, zatial’ ¢o kolony s C18 ec. a fenyl-hexyl typom stacionarne;j
fazy boli z hladiska selektivity podobnejsie. Chromatogramy separacie fenolovych zlicenin
s pouzitim vhodného gradientu mobilnej fazy dokumentuje obrazok 1. Pre navrhnuti metddu boli
zistené niektoré validacné parametre, LOD (0,3-85 pg/l) a linearny koncentraény rozsah.

Navrhnuté podmienky boli pouzité na analyzu likérov. Vo vzorkach boli detegované nasledovné
analyty: kyselina galova, kyselina chlorogénova, kyselina vanilinova, kyselina kavova, kyselina p-
kumarinova, kyselina ferulovd, kumarin aeugenol. Vysledky ukdzali variabilitu v zloZeni
analyzovanych vzoriek.

9 Legenda:
1- kyselina galova,
" 2- kyselina chlorogénova
3- kyselina vanilinova
12 4- kyselina kavova
n‘“ 5- umbeliferén

A (maU)

30

1
UVEZ80 o) 6~ skopoletin
7- kyselina p-kumarinova

8- kyselina ferulova

. UV(320 nm) 9- skoparon
0 20 o) 10- kumgrlp
I 11- herniarin
H 10 15 ) 2% 3 12- eugenol

Obrazok 1: HPLC-DAD chromatogramy separacie zmesi fenolovych zlu¢enin na kolone Nucleodur
100-5 C18 ec. pouzitim optimalneho gradientového profilu mobilnej fazy zaznamenané pri vinovych
dizkach 280 nm a 320 nm.

Zaver

Bola dosiahnutd pozadovana separacia skupiny vybranych fenolovych kyselin a kumarinov
pouzitim C18 typu stacionarnej fazy a gradientu mobilnej fazy. Cas analyzy bol 30 min. Vysledky
tejto Studie naznacuju variabilitu v zlozeni likérov a mohlo by byt zaujimavé §tudovat’ technologické
premenné vyrobného procesu, ako aj rézny geograficky povod surovin, ¢i likérov.
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V Ceské republice se objevuje stale vice komeréné dostupnych produktti obsahujicich
psychoaktivni latky. Typickymi piiklady jsou produkty s obsahem kanabinoidi (pfirodnich i
syntetickych) jako jsou napf. zelé bonbony nebo lizatka, ktera nesou oznaceni ,,Neni uréeno ke
konzumaci“ a jsou prodavany jako produkty urcené k primyslovym, technickym a zahradnickym
ucelim. Na obalech a webovych strankach jsou ale ¢asto uvedeny informace i pfichutich a udajnych
ucincich na organismus, coz miZe podnécovat ke konzumaci. Piestoze jsou produkty urceny pro
osoby stars§i 18 let, jejich atraktivni vizualni design s barevnymi obaly a kreslenymi charaktery
muize oslovit i mlads$i konzumenty.

Tyto produkty casto nemaji na obale uvedeny zadné informace o slozeni, takze pifipadny
zajemce nevi, o jakou latku a jaké mnozstvi dané latky se v daném produktu nachazi. Latky jsou
uvadény pod nesmyslnymi zkratkami (jako napt. TGQ, T9HC, HHC420 atd.) Casto to nevi ani
sami prodejci, ktefi tyto produkty ziskavaji od vyrobcd, ktefi sloZeni taji, aby nebylo snadné tyto
latky popsat a zavést na seznam psychoaktivnich latek (Nafizeni vlady ¢. 11/2025 Sb.). Tyto latky
vyuzivaji mezeru v legislativé a jejich uzivani nese nekontrolovatelné toxikologické riziko. Cilem
této prace bylo zjistit, jaké latky se v produktech nachézeji a dale je identifikovat a ptipadné
kvantifikovat.

Experimentalni ¢ast

Vzorky byly zhomogenizovany a poté extrahovany ethanolem. Extrakty byly centrifugovany a
filtrovany do banky o objemu 100 ml. Vysledny extrakt byl dle potfeby nafedén (10x-1000x).
Pro detekci a kvantifikaci latek byla vyuzita ultra-uc¢inna kapalinova chromatografie ve spojeni
s tandemovou vysokorozlisovaci hmotnostni spektrometrii (UHPLC-HRMS/MS).

Vysledky a diskuse

Analyza prokéazala pritomnost psychotropnich kanabinoid (hlavné A°-THC a AS-THC) ve
vSech testovanych vzorcich, pfiCemz slozeni a koncentrace se vyrazné liSily mezi jednotlivymi
produkty a v mnoha piipadech dosahovali stovek az tisici mg/kg. V menSim mnozstvi byl
detekovan kanabidiol (CBD) a dalsi kanabinoidy. Je tfeba zdUraznit, ze pti zohlednéni akutni
referenéni davky (ARfD) pro A’-THC, ktera ¢ini 1pg/kg télesné hmotnosti na denl), tedy 70 pg A°-
THC/den pro osobu o hmotnosti 70 kg, byla tato davka po konzumaci jediné¢ho bonbonu ¢i jiného
vyrobku v nékterych pfipadech ptekrocena i vice nez stonasobné.

Soudasné je nutné upozornit na potiebu zahrnout do rutinnich analyz také dalii izomery A°-THC,
zejména AS-THC, ktery rovnéz vykazuje psychotropni Gginky, avsak v pfirodnich extraktech a
rostlindch se vyskytuje pouze ve stopovych mnozstvich. V analyzovanych vzorcich byl v jednom
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piipadé A®-THC detekovéan na arovni 776 mg/kg; pfi ufednich kontroldch by vzhledem k tomu, Ze
tato sloucenina neni bézné sledovana, mohla uniknout pozornosti a vyrobek by mohl byt mylné
povazovan za bezpecny.
Zavér

Komeréné¢ dostupné potraviny s kanabinoidy mohou obsahovat psychoaktivni latky
v koncentracich, které mohou vyvolat vyrazny ucinek na lidsky organismus a mohou pfedstavovat
zdravotni riziko. Vzhledem k nedostate¢né regulaci a chybé&jicim informacim o bezpecnosti téchto
produktu ptedstavuji riziko zejména pro mladistvé a neinformované spotiebitele.
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Uvod

Pesticidy st chemické latky pouzivané na ochranu plodin pred $kodcami, burinami a chorobami.
Ich aplikacia vSak predstavuje riziko pre zivotné prostredie a necielové organizmy, najmi vcely,
ktoré su citlivym bioindikatorom environmentalnej kontaminacie [1]. V¢eli ul’ je uzavrety ekosystém,
v ktorom méze dochadzat” k prenosu pesticidov medzi jednotlivymi v¢elimi produktmi. Vcely
pri zbere pelu anektaru prichadzaji do kontaktu s pesticidmi a prenasaji ich do ula,
kde mo6zu kontaminovat’ med, vosk ¢i propolis [2].

Mnoheé Studie sa pri analyze pesticidov zaoberaju beznymi véelimi produktmi, pripadne véelami.
Menej preskimanou, no analyticky zaujimavou matricou je vcelie melivo — zmes odpadu,
produkovana Gl'om, pozostavajiica z vosku, pel'u, propolisu, fragmentov véiel a d’alSich necistot.
Melivo sa bezne vyuZziva na monitorovanie pritomnosti Paenibacillus larvae, baktérie sposobujuce;j
mor véelieho plodu. Zaroven vSak vd’aka svojej komplexnosti umoziuje skiimat’ pritomnost’ rezidui
pesticidov v ramci l'a. Na sledovanie pesticidov vo véelich produktoch sa v ramci upravy vzorky
Casto pouziva metdda QuUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), ktora pontka
jednoduchy arychly spdsob extrakcie sledovanych latok zkomplexnych matric a nasledné
precistenie extraktov.

Tato praca sa sustred’'uje na miniaturizaciu upraveného QuEChERS postupu pre detekciu
pesticidov vo véelom melive. Miniaturizacia prinaSa viaceré vyhody, vratane znizenej spotreby
rozpustadiel a vzoriek, ako aj mensej tvorby odpadu, ¢o znizuje naklady a environmentalnu zataz
[3]. Ciel'om Stadie je optimalizovat’ objemy pouzitych reagencii tak, aby boli zarovein aj dosiahnuté
akceptovatel'né hodnoty extrakénych vyt'aznosti sledovanych pesticidov.

Experimentalna ¢ast’

Na tpravu vzoriek meliva bolo navrhnutych osem miniaturizovanych postupov QuEChERS,
pri¢om ako extrakéné rozpustadlo sa pouzil acetonitril. Na precistenie extraktov sa vyuzili rozne soli
a sorbenty, konkrétne Florisil, C18 (silikagél modifikovany oktadecylsilanom), PSA (primarny
sekundarny amin) a siran hore¢naty. Postupy sa odliSovali pouZzitou hmotnost'ou meliva a objemom
vody a extrakéného rozpustadla, ¢o ovplyvnilo mnozstvo odoberaného extraktu a prislichajice
navazky sorbentov na jeho precistenie.

Separacia a detekcia analyzovanych latok sa realizovala pomocou plynového chromatografu
Agilent 6890N v spojeni s hmotnostnym spektrometrom MSD 5975, ktory pracoval v dvoch
rezimoch: FS (Full Scan — zdznam vsetkych iénov) a SIM (Selected lon Monitoring — monitorovanie
vybranych iénov).
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Vysledky a diskusia

V ramci tejto prace sa skumal vplyv kombindcii objemov reagencii na ucinnost extrakcie
pesticidov z meliva s cielom optimalizovat’ podmienky zniZujice spotrebu chemikalii a tvorbu
odpadu. Experimentalne bolo testovanych osem miniaturizovanych variantov postupu QuUEChERS,
ktoré sa odliSovali pridanym objemom vody a acetonitrilu, ako aj mnozstvami pouzitych sorbentov
a soli. Hodnotenie kvality jednotlivych postupov sa uskuto¢nilo porovnanim vypocitanych
extrakénych vytaznosti sledovanych pesticidov.

Vysledky ukazali, ze napriek r6znym objemom boli extrakéné vytaznosti vacsiny pesticidov
akceptovatelné, pohybovali sa v rozmedzi 70 — 120 %, ¢o zodpovedd kritéridm dokumentu
SANTE/11312/2021 pre analyzu rezidui pesticidov v potravinach a krmivach [4].

Pri najmensich testovanych objemoch vSak dochadzalo k nedostatoénému precisteniu extraktov
sorbentmi, ¢o sa prejavilo tmavsim sfarbenim vyslednych extraktov. Takéto vzorky mozu
predstavovat’ riziko kontaminacie GC-MS systému a zaroven komplikujii vyhodnocovanie
chromatografickych zdznamov.

Pre vybrany optimalny variant postupu bola nasledne vykonana $tidia matricovych efektov,
ktora umoznila hodnotit’ vplyv zloZiek meliva na ionizaciu a detekciu analyzovanych pesticidov
v GC-MS. Analyza matricovych efektov poskytuje informécie o tom, do akej miery pritomné zlozky
vzorky ovplyviuju signal cielovych latok, a umoziiuje spravnu interpretaciu analytickych vysledkov.

Zaver

Miniaturizované postupy QuEChERS pre analyzu pesticidov v melive preukazali svoju
efektivnost’ a potencial znizit' spotrebu rozpustadiel. VacSina testovanych variantov dosiahla
porovnatené extrakéné vytaznosti, ¢o naznacuje, ze zmeny objemov nemali vyrazny vplyv
na ucinnost’ extrakcie. Varianty s najmensimi objemami vSak vykazali nizSie extrakéné vytaznosti
a zhorSené precistenie extraktov, preto je potrebné najst kompromis medzi usporou reagencii,
dosiahnutim pozadovanej extrakénej vytaznosti a plynulym vyhodnocovanim chromatografickych
zaznamov. Vyvojom analytickej metody tak prinaSame prispevok ku kontrole zivotného prostredia
bertic do uvahy principy zelenej analytickej chémie.
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Uvod

Pesticidy tvoria rozmanita skupinu organickych aj anorganickych zlucenin, ktorych spoloénym
cielom vyuzitia je ochrana pol'nohospodarskych plodin pred $kodlivymi organizmami. Ich aplikacia
prispieva k zvySovaniu pol'nohospodarskej produkcie a kvalite urody, avSak pritomnost’ rezidui
pesticidov v potravinach méze predstavovat’ riziko pre zdravie konzumenta, aj pre Zivotné
prostredie [1]. Z tohto ddvodu je ich obsah v plodoch, ale aj vo vodach, ¢i v pdde prisne regulovany
prostrednictvom maximalnych limitov rezidui (MRL) [2], priGom ich monitorovanie si vyZaduje
vyuzitie citlivych a spol’'ahlivych analytickych metdd.

Maliny patria medzi obl'ibené ovocie vd’aka svojej chuti a nutri¢nej hodnote. Obsahuju vel'ké
mnozstvo vitaminu C, véapnika, zeleza a zinku, ako aj bioaktivne latky, ktoré pdsobia ako silné
antioxidanty [1]. Plody maji jemnu $truktiru a vysoky obsah vody, ¢o je Castokrat problémom pri
pestovani a skladovani. Vzhladom na nachylnost na plesiiové ochorenia sa na ochranu malin
vyuZzivaju v praxi vel'mi ¢asto dva pesticidy — boskalid a pyraklostrobin. Pred konzuméciou malin sa
sice odport¢a maliny umyt’, no pesticidy sa ¢asto viazu do vnutra $truktiry ovocia a z tohto dévodu
je dolezité ich sledovanie v potravindch. Stanovenie pesticidov v takychto komplikovanych
matriciach si vyzaduje u¢innt extrakciu a precistenie matrice, kde sa osved¢ila metéda QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe).

Cielfom tejto prace bolo modifikovat’ postup predipravy vzorky QUEChERS na izolaciu
boskalidu a pyraklostrobinu zo vzoriek malin s ciefom aplikovania zasad zelenej analytickej chémie
na Upravu postupu tak, aby sa prejavil zeleny akcent metody.

Experimentalna ¢ast’

Vzorky malin boli pdvodom z Portugalska, zakupené v obchodnom retazci YEME. Maliny boli
nésledne umyté, zhomogenizované a zmrazené az do uskutoénenia analyz. Na ivod bol pouZity
modifikovany postup QUEChERS, ktory sa vyuzival pri vzorkach jahdd, optimalizovany na 6 g
vzorky a 3 ml rozptstadla. V prvom kroku extrakcie sa vyuzili soli MgSO4 (1,2 g) a NaCl (0,3 g).
Ako extrakéné rozpustadlo bol zvoleny acetonitril, ale testované boli aj alternativnejSic a
»zelensie* rozpustadla amylacetat a dimetylkarbonat. V druhom (Cistiacom) kroku extrakcie sa
vyuzili sorbenty asoli MgSOs (150 mg/ml), primarny asekundarny amin (25
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mg/ml), oktadecylsilinom modifikovany silikagél (25 mg/ml) a uhlikaté sorbenty s vel’kostou Eastic
500-200 pm (3 mg/ml).

Analyza extraktov bola vykonana pomocou plynového chromatografu GC 8890 (Agilent
Technologies, USA) vybaveného multimédovym davkovacom (MMI). Bol pouzity multikolonovy
systém - dve identické kapilarne chromatografické kolény HP-5MS Ul s rozmermi 15 m x 0,25 mm
X 0,25 um. Na detekciu sa pouZzil hmotnostny spektrometer (Agilent 5977C) s jednoduchym
kvadrupdlom, ktory pracoval v rezime plného skenu i6nov (FS) a v rezime sledovania vybranych
i6nov (SIM).

Vysledky a diskusia

Pouzitim techniky QUEChERS a néslednej analyzy GC-MS sa vo vzorke malin sledovali dva
pesticidy — boskalid a pyraklostrobin. Z testovanych extrakénych rozpustadiel sa ako najvhodnejsie
z hladiska jednoduchosti pouzitia ukazalo rozpustadlo acetonitril. EkologickejSie rozpustadla, ako
amylacetat a dimetylkarbonat, extrahovali zo vzorky malin okrem boskalidu a pyraklostrobinu aj
zli¢eninu, ktorda ma hmotnostné spektrum po elektronovej ionizacii velmi podobné dlhému n-
alkanovému retazcu. Této zlicenina eluuje v podobnom retenénom Case ako boskalid a zaroven
vykazovala zhodu dvoch z troch monitorovanych idnov boskalidu pri analyzach v rezime SIM, ¢o
ovplyviovalo vysledky kvantitativnej analyzy. Z hl'adiska environmentalnej prijatelnosti sa vSak ako
najvhodnejSia alternativa javi pouzitie dimetylkarbonatu, pricom je potrebné optimalizovat
parametre GC-MS analyzy, aby sa minimalizovali mozné interferencie a dosiahla dostatocna
selektivita, ¢o bude planom d’alsieho vyskumu v tejto téme.

Zaver

V ramci vyskumnej ¢innosti sa otestovali modifikéacie postupu QUEChERS pri izolécii boskalidu
a pyraklostrobinu zo vzoriek malin. Realizovala sa $tadia aplikovatel'nosti vhodnych extrakénych
rozpustadiel, priCom pri vybere zohravala vel’ku tlohu prave ,,zelenost* pouzitého rozpustadla.
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Uvod

Povystrelové splodiny su mikroskopické Ciastocky kovov a nekovovych ¢astic, ktoré¢ vznikaju
ako vedlajSie produkty vystrelu pri horeni vymetnej naplne, zapalkovej traskaviny a prechodom
projektilu cez hlaven zbrane. Tieto Castice sa rozptyl'uji v okoli zbrane cez hlaven, ale aj uzaver,
¢im sa dostavaji na ruky strelca. Povystrelové splodiny sa delia na anorganické a organické.!

Donedavna sa vo forenznej praxi vyuzivala najmé detekcia anorganickych povystrelovych
splodin, analyzovanych skenovacou elektronovou mikroskopiou v spojeni s energeticky disperznou
rontgenovou spektrometriou (SEM/EDS), kde medzi analyzované prvky patrili najmi olovo, barium
a antimon. V poslednych desatrociach sa vynaklada usilie na vyvoj municie, ktora by neobsahovala
tazké kovy anezat'azovala Zivotné prostredie. Prave kvoli tomu sa v poslednej dobe vyskumnici
venujii moznosti pouzitia organickych povystrelovych splodin (OGSR) vo forenznej praxi.?

Existuje viac ako 100 organickych zlti¢enin, ktoré by mohli prispievat’ ku tvorbe povystrelovych
splodin. AvSak vel'ka Cast' tychto zluCenin s vSadepritomné latky ako napriklad polycyklické
aromatické uhl'ovodiky a ftalaty. Minoritnt ¢ast OGSR tvoria zluceniny, ktoré st pre tieto splodiny
$pecifické, napriklad nitroaromaty ako je trinitrotoluén (TNT) ¢&i dinitrotoluén (DNT).> Vicsina
OGSR pochadza z vymetnej naplne. NajpouZivanej$im propelentom, teda latkou, ktora sluzi
k pohonu, je nitroceluldza, z ktorej pozostava moderny bezdymovy prach. Vo vymetnej naplni sa
moézu nachadzat’ aj latky ako Akardit II, difenylamin a etylcentralit ako stabiliza¢né cinidla,
pomocou ktorych sa zabezpecuje dlhsia trvanlivost vymetnej ndplne.*

Experimentalna ¢ast’

Cielom tejto pilotnej $tudie je vyvoj a optimalizacia metodiky vyuzivajicej stery z rik pre
analyzu OGSR s naslednou analyzou pomocou hmotnostnej spektrometrie v spojeni s kvapalinovou
a plynovou chromatografiou. V prvej casti §tudie boli testované bavlnené materialy a extrakéné
nadoby na pritomnost OGSR a pripadnych interferujicich zlticenin. Testovaci materidl sa ponoril
do rozpustadla (testovali sa organické rozpustadla — hexan, acetdn, acetonitril a metanol, vratane
ich zmesi) a nechal sa sonikovat’ 60 minat. Rozpustadlo sa odparilo a pridalo sa 0,5 ml izooktanu.
Analyza prebehla pomocou plynovej chromatografie v spojeni s vysokorozliSovacou hmotnostnou
spektrometriou v mode elektronovej ionizacie (GC-EI-HRMS).

Vramci tejto pilotnej Stadie nésledne prebehlo vzorkovanie OGSR pomocou sterov zruk
v priestoroch strelnice. Nastriel'ali sa vzorky z 6 rdznych zbrani s pouzitim 9 druhov municie. Ruky
strelca boli na zaciatku umyté. Po vystrele sa pomocou vopred zvoleného materialu urobili stery
z oboch ruk strelca. Nasledne sa urobili stery z umytych rik dvakrat po sebe. Taktiez sa z kazdej
pouzitej zbrane vymietol zvySok strelného prachu, ktory sa neskor analyzoval. Odobraté vzorky boli
umiestnené do uzatvaratenych nadob aulozené v chladnicke (5°C) do doby analyzy. Vysledny
pocet spracovanych vzoriek vratane sterov z rik, procesnych slepych pokusov, terénnych slepych
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pokusov a vzoriek povystrelovej naplne bol 48. Pre extrakciu vzoriek sterov a strelného prachu bol
pouzity postup z uz publikovanej tadie.’ Pri analyze obraskov sa pouzil znaéeny vnitorny $tandard
— deuterovany difenylamin, ktory sa pridal v ur¢itom mnozstve ku kazdej vzorke este pred pridanim
rozpustadla. Bola pouzita opakovana extrakcia 2x15 minut sonikacia metanolom. Zvysky strelného
prachu zo zbrane sa vymyli znadoby pouZitim rozpustadla, nechali sa sonikovat' 15 minat.
Rozpustadlo sa odparilo a pridalo sa 0,5 ml metanolu. Vzorky sa analyzovali cielenou analyzou na
difenylamin pomocou plynového chromatografu s trojitym kvadrupblovym hmotnostnym
spektrometrom (GC-QQQ-MS). Dalej sme vykonali cieleny screening 62 OGSR pomocou
ultravykonnej  kvapalinovej  chromatografie s ionizdciou pri  atmosférickom tlaku
a vysokorozliSovacej hmotnostnej spektrometrie (UHPLC-APCI-HRMS) v mdde pozitivnej aj
negativnej ionizacie.

Vysledky a diskusia

Na zaklade analyzy sme ako vzorkovaci material vybrali gazu, ktora po premyti v rozptstadle
obsahovala najmensi pocet latok, z ktorych Ziadna nebola identifikovana ako latka nachadzajica sa
v povystrelovych splodinach. Ako extrakéni nadobu sme vybrali laboratorne sklo.

Cielend analyza povystrelovych splodin ukazala pritomnost’ difenylaminu v steroch po vystrele
vrozsahu od LOQ (1 ng/g) do 1120 ng/g, &o su v porovnani s literatirou® trochu vyssie
koncentracie, o mdZe byt sposobené druhom pouzitej municie. Dalej cielena analyza preukazala
pritomnost’ ostatnych zlucenin S$pecifickych pre OGSR v strelnych prachoch aj v streroch po
vystrele. Procesné slepé pokusy a terénne slepé pokusy neobsahovali OGSR. V pripade sterov po
umyti ruk boli detegované OGSR, ¢o naznacuje, Zze dochadza ku ich sorpcii ateda jednoduché
umytie rik nepostacuje ku zbaveniu sa OGSR. Je potrebna optimalizacia metodiky.

Zaver

V ramci tejto pilotnej Stadie bol prevedeny vyber extrakénej nadoby a materidlu, pricom sa
vybralo laboratérne sklo a gaza. Dalej bola testovana metodika sterov, kde sa ukéazalo, Ze stery
obsahuji OGSR, ale dochadza taktiez ku sorpcii OGSR na rukach, ked’ze boli pritomné aj v pripade
sterov po umyti rik, ¢o naznacuje nutnost’ optimalizacie metodiky v buducnosti.
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Uvod

Kovové-organické siete (metal-organic frameworks, MOF) si v poslednych rokoch ziskali velka
pozornost’ vd’aka ich vysokej porovitosti, variabilite Struktar a Sirokému spektru aplikacii. Vyznamni
podskupinu tychto zli¢enin tvoria koordinaéné polyméry s azo-ligandmi, kde pritomnost’ azo skupiny
v Struktare porovitej siete dopomaha k vy$sim hodnotam adsorpcie plynov alebo azo skupina figuruje
ako katalyticky aktivne miesto [1]. Multidentatne azo-ligandy zaroveni podporuju tvorbu
komplexnych $truktir s unikdtnymi vlastnostami, ktoré predstavuju slubni triedu materidlov s
vyuZzitim v separacii a skladovani plynov, heterogénnej katalyze ¢i optoelektronike [2].

Experimentilna ¢ast’

V tejto Casti prace bola uspeSne navrhnuta a pripravena nova tritopickd azo-karboxylatova
kyselina 4,4' 4"-((1E,1'E,1"E)-(nitrilotris(benzén-4,1-diyl))tris(diazén-2,1-diyl))tribenzoova
(HsTBDTA), ktora doteraz nebola §tudovana v oblasti MOF materidlov. Syntéza pozostavala
z piatich reakénych krokov, ktoré zahffiali nitraciu trifenylaminu a jeho naslednt transformaciu na
tris(4-aminofenyl)amin, premenu aminoskupiny na nitzrézo v etyl 4-aminobenzoate, Millsovu
kondenza¢nu reakciu medzi nitrézoderivatom a tris(4-aminofenyl)aminom a deesterifakénu reakciu,
ktorej produktom bola organicka kyselina HsTBDTA.

Nami pripravena kyselina HsTBDTA bola nasledne pouzita na syntézu novej kovovo-organickej
siete CATBDTA so vzorcom {[Cd3(TBDTA)z]-DMF:6H20}n. Tento material bol pripraveny
solvotermalnou reakciou ekvimolarneho mnozstva Cd(NOs).-3H.O (0,029 mmol) a kyseliny
HsTBDTA (0,029 mmol) v roztoku N,N ~dimetylformamidu a vody (V:V, 8:1 ml) pri teplote 80 °C
pocas 9 dni. Reakcia prebiehala v sklenenych vilkach, pricom vysledny produkt bol charakterizovany
dostupnymi fyzikalno-chemickymi metédami. Na pripravenom materiali sa skimala jeho stabilita
voci atmosférickym vplyvom, schopnost’ regeneracie a jeho fotovoltaické vlastnosti.

Druhou organickou kyselinou pouzitou pri syntéze novych MOF materidlov bola Kkyselina
4.4' 4" 4"-(metantetrayltetrakis(benzén-4,1-diyl)tetrakis(aza))tetrakis(metan-1-yl-1-ylidén)tetraben-
zoova (HsMTA), ktord bola pripravena trojstuptiovou organickou syntézou [3].

Solvotermalnou reakciou pripravenej organickej kyseliny HIMTA (0,09 mmol) s dusi¢nanmi
lantanoidov Ln(NOs)s-xH-0 (0,045 mmol) (Ln®* = La®*, Ce®*, Pr¥*, Nd**, Sm**, Eu®*, Gd*, Th**,
Dy®*, Ho™, Er¥*, Tm®, Yb*, Lu®*) v zmesi N,N -dimetylformamidu a vody v pomere 6:1, pri teplote
80 °C pocas 7 dni, boli Gispesne syntetizované nové kovovo-organické siete obsahujiice vsetky
stabilné i6ny skupiny lantanoidov. Vsetkych 14 pripravenych koordinaénych polymérov LNnMTA so
vzorcom {[Lns(MTA)s]-7DMF-9H20}n bolo detailne charakterizovanych dostupnymi fyzikalno-
chemickymi metdédami. Na vybranych materialoch sa nasledne skiimali ich adsorpéné, katalytické,
magnetické a fotovoltaické vlastnosti.
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Vysledky a diskusia

Material CATBDTA bol analyzovany pomocou IC spektroskopie, CHN analyzy, termickej
analyzy (TG) a merani praskovej rontgenovej difrakcie (PXRD). PXRD merania potvrdili jeho
vysoku krystalinitu v ¢erstvom stave, avsak pri dlh§om kontakte so vzdusnou vlhkostou dochadza k
postupnej degradacii jeho krystalovej mriezky. Napriek tejto citlivosti vykazuje material schopnost’
uplnej regeneracie po re-expozicii matiénému roztoku, ¢im sa obnovuju jeho pévodné Strukturalne
vlastnosti.

Materialy LNMTA boli charakterizované pomocou merani IC spektroskopie, CHN, TG, PXRD
a SC-XRD. Monokrystalova analyza potvrdila, Ze vSetky materialy st izo$truktirne a krystalizuji
Vv ortorombickej stistave so $tyrmi vzorcovymi jednotkami v zakladnej bunke. Na zaklade koordinacie
ligandu kazdy Ln** centralny i6n vykazuje chromofér [LnOs], s tvarom koordinacného polyédra -
triakisovy tetraéder. Jeden ligand koordinuje osem Ln®* kationov cez chelat-anti méd. Struktira
obsahuje dutiny s rozmermi 12,98 x 10,78 A2 pozdiz krystalografickej osi ¢, priGom obsah pérov je
vyplneny molekulami vody a DMF. KedZe vysledky monokrystalovej $truktirnej analyzy potvrdili
pritomnost’ dutin, koordina¢né polyméry boli podrobené sorpénym meraniam oxidu uhlicitého.

Sorpéné vlastnosti komplexov LNMTA boli studované pomocou CO: adsorpénych experimentov
pri tlaku 1 bar ateplote 0°C a 20 °C, pri¢om vSetky materialy preukazali vysoka afinitu k COs..
Najvyssiu kapacitu pri nizkotlakej adsorpcii vykazoval materidl TbMTA so vzorcom
{[Tbs(MTA)3]-7DMF-9H20}n (3,7 mmol-g™!, 1 bar, 0°C). Adsorpéné vlastnosti PrMTA so
vzorcom {[Prs(MTA)s]-7DMF-9H20}n a GAMTA so vzorcom {[Gds(MTA)s]-7DMF-9H20}n boli
d’alej sledované pri vysokych tlakoch do 40 bar a teplotach 0 °C, 10 °C a 25 °C. Najvyssia adsorpcia
bola zaznamenana pri 0°C a 21 baroch — PrMTA adsorboval 3,31 mmol-g' a GAMTA 4,38
mmol-g™' CO:. Okrem toho boli z izoteriem adsorpcie oxidu uhli¢it¢tho meranych pri vysokych
tlakoch a réznych teplotach ziskané izosterické tepla adsorpcie CO2, Qiso. Vysledky potvrdzuju
vysoky potencidl LNMTA pre efektivnu zachytavanie COs.

Katalyticka aktivita koordinaéného polyméru GAMTA bola S$tudovana na zaklade
Knoevenagelovej kondenzacie medzi benzaldehydom a malononitrilom. Po aktivacii pri 100 °C
prebichala reakcia v toluéne pri teplote 100°C a za pomoci plynovej chromatografie bola sledovana
konverzia v zavislosti od mnoZstva pouzitého katalyzatora. Optimélne vysledky boli dosiahnuté pri
davke 100 mg GAMTA s maximalnou konverziou 95 %. Vysledky potvrdzuju vysoku Géinnost’
GdMTA ako heterogénneho katalyzatora.

Zaver

V ramci tejto prace sa nam podarilo Gispesne pripravit’ novy tritopicky azo-karboxylatovy ligand
H:TBDTA, ktory bol nasledne pouzity pri syntéze novej kovovo-organickej siete CATBDTA.
Paralelne sme na baze tetratopickej kyseliny HiMTA navrhli a pripravili 14 novych kovovo-
organickych sieti s obsahom stabilnych lantanoidovych iénov. Vsetky pripravené materialy boli
detailne charakterizované pomocou dostupnych fyzikalno-chemickych analytickych metdd. Osobitna
pozornost’ bola venovana $tudiu ich adsorpénych, katalytickych a fotovoltaickych vlastnosti, ¢im sa
potvrdil ich potencial pre vyuzitie v r6znych oblastiach.
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Introduction

In recent years, there has been growing interest in developing metal-organic frameworks
(MOFs) for environmental applications. These porous structures represent a promising approach in
battling pollution of aqueous matrices [1]. MOFs, also known for high porosity and large surface
area, are networks that can be modified for specific applications. Our work focuses on applying
zirconium-based MOF, UiO-66-NHa, for heavy metal adsorption in water systems.

Experimental Section

The UiO-66-NH, was synthesized via the solvothermal method and applied for metal ions
adsorption from aqueous environment under varying conditions, e.g. mass concentration (50, 200
and 500 mg L), pH (7, 5, 3) and UV irradiation (254 and 366 nm). The studied metals (manganese
and chromium) in their anionic forms (MnOs, CrO4* and Cr,07*) were selected due to their
distinct colour in solution, which can be detected by UV/VIS spectroscopy. Applied methods of
characterization were infrared spectroscopy, powder X-ray diffraction and ultraviolet and visible
light spectrophotometry.

Results and discussion

The infrared spectroscopy measured using the ATR technique, revealed characteristic bands of a
primary amine at 3473 (ves(NH)) and 3376 (v(NH)) cm™!, the carboxylate was displayed at 1565
(vas(COO7)) and 1381 (1(COO")) cm?, in comparison with the starting material of
2-aminoterephthalic acid new signal was observed at 654 (v(ZrO)) cm™' which corresponds to the
zirconium oxygen bond. Observed absorption bands are consistent with the literature describing
UiO-66-NH; structure [2]. The measured PXRD pattern aligned with the previously described
record [2] with peaks at 7.40°, 8.55° and 25.70°, which correspond to (111), (200) and (600) crystal
planes, respectively. The characterization was complete through the techniques mentioned above.

UiO-66-NH; has semiconductive properties due to its favourable band gap energy. The energy
was determined from UV/VIS spectra by Tauc plot analysis. Both direct and indirect transitions
were calculated with values being 2.82 eV and 2.52 eV, respectively. Arising from this fact,
photocatalytic degradation of MnO4™ was investigated. Adsorption capacity increased significantly
under 254 nm UV irradiation compared to no UV irradiation (see Table 1).

The pseudo-first and pseudo-second order models were applied to the obtained data with the
aim of a better understanding of the adsorption kinetics. Determined values of the maximum
adsorption capacity, i.e. capacity in equilibrium and corresponding rate constants, are shown in
Table 1.
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Table 1 Kinetic models

Pseudo-first order Pseudo-second order
Omar %] ki [min™'] R Quue [%g”'] ko g% 'min~']  R?
pH =3,1=30°C, Cy = 50mgL"!
MnO, -~ 96.73 0.758 0.9991 97.05 0.0839 0.9991
CrO42" 83.21 0.646 0.9784 84.08 0.0398 0.9795
Cr, 072~ 89.09 0.463 0.9916 90.14 0.0215 0.9884

pH = 5.1 =30°C, C) = 50mgL~!

MnO; 93.51 0779 0.9996 93.85 0.0883 0.9996

CrO,2- 72.06 0.143 09813 79.46 0.00251 0.9531

Cry072- 56.58 0321 09991 58.59 0.0125 0.9968
pH =7.1=30°C, ¢ = 50mgL"!

MnO,~ 95.80 0965  0.9996 95.78 0.430 0.9995

Cro,2 58.57 0332 0.9905 60.35 0.0137 0.9849

Cry072~ 39.26 0351 0.9639 3991 0.0291 0.9493

without UV irradation, pH =7, t = 30°C, Cy = 100mgL ™"

MnO,~ 76.36 0.207 0.9965 82.62 0.00398 0.9847
A =366nm, pH =7,t=30°C, Cy = 100mgL~"!

MnQOy~ 89.94 0.440 0.9976 92,18 0.0145 0.9982
A =254nm, pH = 7,1t =30°C, Cy = 100mgL~!

MnO,~ 94.68 0.676 0.9996 95.15 0.0591 0.9992

Conclusions

After successful synthesis, characterization, and adsorption studies of anionic heavy metals
MnOy, CrO4* and Cr,0-*, findings indicated that in acidic conditions, the adsorption was more
efficient compared to neutral pH conditions. There was an evident correlation between decreasing
pH and increasing adsorption capacity. Similarly, UV irradiation had an influence on the amount of
adsorbate (MnOy") left in solution. Decreasing the UV wavelength led to a reduction in the amount
of anionic metal left in the aqueous phase.
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Uvod

Jednoidnové magnety zalozené na Co(Il) idne su Siroko Studované, pretoze Co(Il) i6n je v
mnohych pripadoch stabilny na vzduchu a ma vysokt magnetickl anizotropiu [1]. Motivacia syntéz
vychadza z €lanku, v ktorom autori pripravili hexakoordinovany kobaltnaty komplex s pouZzitim
4,4,4-trifluoro-1-fenylbutan-1,3-diénu a 1,10-fenantrolinu [Co(TFPBD)2(PHE)] DMF [2]. Zéaroven
tato praca nadvédzuje na naSu bakalarsku pracu, v ktorej boli nasyntetizované hexakoordinované
kobaltnaté komplexy s pouzitim Co(acac), a Schiffovej bazy L' a L2, s chromoférom {CoOsNa} [3].

Vopraci sme sa sustredili na pripravu a charakterizaciu dvoch jednojadrovych
hexakoordinovanych komplexov: a) [Co(TFDMH)x(L')2] (1); b) [Co(TFACAC)x(L')] (2). Tieto
komplexy st vhodnymi kandidatmi na $tidium pomalej magnetickej relaxacie aj vzhl'adom na ich
Struktiirnu podobnost’ s vyssie uvedenymi latkami.

Experimentalna ¢ast’

Vsetky chemikalie arozpustadla boli pouzité bez dalSej purifikacie a suSenia: 4-
pyridinkarboxyaldehyd (97 %), 4-etylanilin (99 % ), 4-benzylanilin (98%), Co(acac)2 (99 %), CoCl»
(> 98 %), NaOH (> 98 %), etyl 4,4,4-trifluoroacetoacetat (99%), 1,1,1-trifluoro-5,5-dimetyl-2,4-
hexandion. Manipulacie a syntézy boli vykonané za pritomnosti vzduchu. Produkty boli filtrované
cez skladany filtraény papier a cez fritu s velkost'ou porov S4.

Priprava komplexu [Co(TFDMH)(L')2] (1): Do 50 ml varnej banky sa pridd 4-
pyridinkarboxyaldehyd (65,6 pul) a 4-etylanilin (85,6 pl). Ako rozpustadlo sa pouzil etanol (15 ml).
Reakcia sa intenzivne mieSala pod spitnym chladicom po dobu jednej hodiny pri teplote 70 °C.
Nasledne sa do kadicky pridalo 5 ml etanolu, do ktorého sa pridal 1,1,1-trifluoro-5,5-dimetyl-2,4-
hexandion (49,15 pl), NaOH (9,24 mg). Reakéna zmes sa premiesala do tplného rozpustenia NaOH
a nasledne bola pridana sol’ CoClz (14,45 mg). Takto pripravena reak¢na zmes sa nasledne pridala do
prebichajucej reakcie. Reakcia sa mie$ala intenzivne 3 hodiny. Zmes sa prefiltrovala a nechala vol'ne
krystalizovat pri laboratornej teplote 1 tyzden. Vytazok 30%.

Priprava komplexu [Co(TFACAC)(L')2] (2): Ligand L! bol syntetizovany rovnakym spdsobom
ako v pripade komplexu 1. V pripade komplexu 2 bol pouzity opit’ etanol (15 ml). K in-situ
Schiffovej baze bola nasledne pridana reakéna zmes etanolu (5 ml), etyl 4,4,4-trifluoroacetoacetatu
(33,8 pul), NaOH (9,24 mg) a soli CoCl> (14,45 mg). Reakcia sa intenzivne miesala 3 hodiny pri
teplote 70°C. Zmes sa prefiltrovala cez skladany filtraény papier a nechala vol'ne krystalizovat’ 1
tyzden pri laboratornej teplote. Vytazok 41 %. V oboch pripadoch komplexu 1 a2 sa izolovali
krystaly oranzovej farby.
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Vysledky a diskusia

V oboch pripadoch komplexov 1 a 2 bola uskuto¢nena substitucna reakcia centralneho atomu Co
za Na. Monokrystalickd rontgenova Strukturna analyza potvrdila nami predpokladant $truktiru
v pripade komplexu 1. Ako zdroj centralneho atdomu bol pouzity Co(TFDMH),. Tento nami
pripraveny chelatujuci ligand obsadil koordinacné miesta v ekvatorialnych polohach cez O-donorové
atébmy a zaroveit Schiffova bdza L' obsadila koordinaéné miesta v axidlnych polohach cez N-
donorové atomy. V pripade komplexu 2 bol ako zdroj centralneho atdému pouZzity nami pripraveny
Co(TFACAC),. Tento chelatujuci ligand taktiez obsadil koordinaéné miesta v ekvatorialnych
polohéch cez O-donorové atéomy. V tomto pripade ligand L! nevytvara Schiffovu viizbu, ale iminovu
véazbu, pretoze tento komplex je rozne dizortovany. Dovodom pouzitia réznych typov ligandov bola
snaha o pripravu Struktirne a geometricky rozmanitych latok. V d’alsom kroku sa budt studovat
magnetostrukturne korelécie.

1 2
{CoO4N2} {CoO4N2}
Obr. 1. Komplexy 1 a 2 s vynatymi koordinaénymi polyédrami.

Pripravené komplexy 1 a 2 st jednojadrové kobaltnaté komplexy s koordinaénym ¢islom Ny = 6.
Chromofoéry komplexov {CoO4N>} st v axialnych polohach tvorené dvomi atémami dusika, ktoré
poskytla Schiffova baza L! a $tyrmi atomami kyslika, ktoré do koordinacie dodali chelatujice ligandy
1,1,1-trifluoro-5,5-dimetyl-2,4-hexandion (1) aetyl 4,4,4-trifluoroacetoacetat (2). Geometria
koordina¢nych polyédrov bola detailnejsie Studovana pomocou softvéru SHAPE a Dy;- parametrom.

Zaver

Boli pripravené 2 nové, doposial’ nepublikované hexakoordinované komplexy Co(II), ktoré sa
charakterizovali metodami molekulovej spektroskopie. Struktirne jednotky nadobudli tvar blizky
oktaédru, pri¢om je mozné pozorovat’ deforméaciu koordinaénych polyédrov typicki pre predizent
tetragonalnu bipyramidu, ktord sme potvrdili Dy, parametrom. Syntéza tychto komplexov
predstavuje prvy krok v §tdiu magnetostruktirnych korelacii. Magnetické spravanie pripravenych
komplexov bude §tudované v blizkej dobe.
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Uvod

Zelezité komplexy, tvorené Schiffovymi zasadami odvodenymi od salicylaldehydu, vykazujt
zaujimavé magnetické vlastnosti a predstavuju atraktivny predmet vedeckého vyskumu. Medzi takéto
komplexy patria napriklad zla¢eniny [Fe(LM©),Br] a [Fe™(LM<),Cl], pri ktorych bola pozorovana
pomala magnetickd relaxicia. Naopak, v komplexe [Fe(L®)(NCSe)], bola potvrdena pomald
magneticka relaxacia ako aj jav spinového prechodu sprevadzany termochromizmom [1, 2].

Cielom prace bola syntéza a naslednd charakterizacia jednojadrovych komplexov Fe(II) so
Schiffovymi bazami odvodenymi od salicylaldehydu, respektive jeho derivatu. Tieto bazy obsahuju
tetrahydrofuranovy heterocyklus viazany prostrednictvom iminovej skupiny.

V ramci prace boli pripravené tri Zelezité komplexy: [Fe"™(L'),] (1); [Fe"™(L?)(bsa)(Br)] (2) a
[Fe"™(L2)(bsa)(C1)] (3), kde L! = (Z)-2-((((tetrahydrofuran-2-yl)metyl)imino)metyl)fenol; L* = (Z)-5-
bromo-2-((((tetrahydrofuran-2-yl)metyl)imino)metyl)fenol.

Experimentalna ¢ast’

Vsetky zakupené reaktanty arozpusStadld boli pouzité bez dalSej purifikdcie a suSenia.
Konkrétne: 5-bromosalicylaldehyd (99 %); salicylaldehyd (98 %); tetrahydrofurfurylamin (97 %);
FeCl2-4H20 (98 %); FeBr: (98 %); acetonitril (99,5 %). Manipulécia s chemikaliami, ako aj reakcie
prebiehali za pritomnosti vzduchu. Produkty sa ziskali odparenim rozpustadla.

Ligand L! sa pripravil reakciou salicylaldehydu (1 mmol) s tetrahydrofurfurylaminom (1 mmol)
v prostredi acetonitrilu (10 ml). V pripade ligandu L2, bol salicylaldehyd nahradeny 5-
bromosalicylaldehydom (1 mmol). Pripravené zmesi sa miesali pri teplote 90 °C po dobu 30 min.
Nasledne bola pridana anorganicka sol’ FeBr> (0,5 mmol; (1, 2)), resp. FeCl2-4H>0 (0,5 mmol; (3)).
Po pridani soli sa farba reakénej zmesi zmenila zo zltej na ¢iernu a d’alej sa mieSala 180 min.

Z izolovanych monokrystalov bola pomocou SC-XRD identifikovana ich Struktura, ako aj
ich prisluchajiice krystalografické parametre. Krystalicky materidl Ciernej farby, bol nasledne
skiimany metodami molekulovej spektroskopie (UV - VIS, FTR - IC) a stanovenim tepldt topenia.

Vysledky a diskusia

Komplex 1 s chromoforom {FeN>Os}, krystalizoval v triklinickej kryStalovej ststave.
V zakladnej bunke sa nachadzaju dve komplexné jednotky a oxo-dimér Fe(IIl). Tento dimér nie je
stcast'ou koordinaénej sféry komplexu, ale slizi na vyrovnanie naboja. V komplexnych jednotkach
sa centralny atom Fe(Ill) koordinuje v ekvatoridlnej polohe Styrmi atdmami kyslika a v axialnej
polohe dvojicou atdmov dusika pochadzajucich z iminovej vézby (Obr. 1).

Komplex 2 s chromoforom {FeNO4Br}, krystalizoval v monoklinickej krystalovej sistave. Atom
Fe(Ill) je v ekvatoridlnej polohe koordinovany tromi atomami kyslika a jednym atdomom dusika.
Axialne polohy obsadzuju atom kyslika a atdom bromu uzatvarajuci koordinaciu (Obr. 1).

Komplex 3 s chromoforom {FeNO4Cl} krystalizoval v triklinickej kryStalovej ststave. Podobne
ako komplex 1, obsahoval v zakladnej bunke dve komplexné jednotky. Centralny atom Fe(IIl) je
v ekvatorialnej polohe koordinovany trojicou atomov kyslika a atbmom dusika pochadzajucim
z iminovej vizby. Axialnu polohu obsadzuje kyslik z aldehydovej funkénej skupiny a atom chloru.
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Infracervenou spektrometriou boli identifikované absorp¢né pasy v oblastiach: 1611 cm™ (C=N),
1541 cm™ (C-0), 615 cm™ (Fe-O) komplex 1; 1626 cm™ (C=N), 1589 cm™" (Fe-Br), 540 cm™ (C-
Br) komplex 2; 1624 cm™ (C=N), 1589 cm™ (Fe-Cl) a 530 cm™ (C-Br) komplex 3.

V komplexoch (1-3) mozno pozorovat v UV-VIS oblasti d-d prechody, ktoré sa nachadzajt
v oblastiach ~ 20 000 cm ™, ako aj ,,prechody prenosu naboja“ v oblastiach nad 25 000 cm .

Strukturne parametre komplexov 1-3 boli vypogitané pomocou softvéru Shape, priom ich
koordina¢né polyédre maju geometriu blizku oktaédru (Tab. 1). Vypocitané hodnoty Dy, parametra
naznaduji prediZenie vizieb Fe-L v axialnych polohach, o odraza miernu deforméaciu koordinaéného

Obr. 1 Struktira komplexov 1-3. Atémy vodika s pre prehladnost’ odstranené.

Tab. 1 Shape a Dy parametre komplexov 1-3.

Komplex | Chromofor Kryst. sistava | Ny Shape Dgir / pm
1 {FeN204} triklinicka 6 1,417 (OC-6); 1,136 (OC-6) 7,50 vs. 7,48
2 {FeNO4Br} monoklinicka 6 1,436 (OC-6) 28,53
3 {FeNO4Cl} triklinicka 6 1,186 (OC-6); 1,345 (OC-6) 20,48 vs. 19,38

* Poznamky: Nk: koordinacné ¢islo; OC-6: oktaéder

Zaver

Boli syntetizované tri jednojadrové, hexakoordinované (Ny = 6) Zelezité komplexy (1-3), ktorych
Struktiry neboli dosial’ registrované v databaze CCDC, a tym rozSiruju velmi uzku skupinu
Schiffovych baz, obsahujtcich tetrahydrofurfurylamin. Pre vSetky komplexy bol vypocitany Shape a
Dy parameter, ktoré poskytuji informécie o odchylkach od ich idedlnej symetrie. V blizkej
buducnosti planujeme pripravené komplexy skiimat’ v magnetickom poli s cielom definovat’ ich
magnetoStruktirne parametre.
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Uvod:

Farmaceutické pripravky sa v poslednych rokoch stali zavaznym environmentalnym problémom v
stvislosti so znecistenim vod, ked’Ze mnohé z nich nie je mozné iplne odstranit’ z odpadovych vod.
Jednym z takychto lie¢iv je diklofenak, nesteroidné protizapalové lieCivo, Siroko vyuzivané v
medicine.

Podla udajov Eurdpskej unie (EU, 2011) sa priemerna koncentracia diklofenaku v sladkej vode
pohybuje na trovni cpm = 0,040 pg-17', zatial’ o v morskej vode dosahuje priblizne chm = 0,030 pg-17".
Podl'a tidajov Spolkového tradu pre zivotné prostredie (UBA, Nemecko) predstavuje priemerna
koncentracia diklofenaku v povrchovych vodach krajin Baltského mora hodnotu chm = 0,29 pg-17, ¢o
vyrazne prekracuje stanovené normy [1].

Tato praca sa zaobera fotokatalytickym rozkladom diklofenaku (DCF) vo vodnom prostredi pomocou
roznych foriem grafitického nitridu uhlika (g-C3Ns). Cielom vyskumu bolo porovnat’ G¢innost’
jednotlivych typov g-C3N4, optimalizovat’ podmienky ozarovania a sledovat’ vplyv typu katalyzatora,
vinovej dizky svetla a Gasu expozicie na priebeh degradacie DCF.

Experimentalna cast’:

Experimenty prebiehali v reaktoroch s LED zdrojmi Ziarenia roznych vinovych dizok (405 nm, 420
nm, 460 nm). Po pridani fotokatalyzatora (0,5 g/dm?) prebiehalo oZarovanie v tiplnej tme, aby sa
eliminoval vplyv okolitého svetla. Pokles koncentracie DCF z po&iatoénej koncentracie 10 mg/dm?3
sa sledoval pomocou UV—Vis spektier na pristroji Carry 60 a doplnkovo pomocou HPLC systému
Altesta TM Analyzer s UV detektorom; meralo sa aj pH roztokov. Pocas kazdého experimentu sa
odoberala vzorka zasobného roztoku a vzorky roztoku v asovych intervaloch: 0 min,2 h,4ha 6 h,
8h a 10h.

(0]



Vysledky:

Boli vykonané sady experimentov s 3 réznymi typmi pripravenych praskovych g-Cs3Ns. Ziskané
vysledky ukazali, Ze najvyssiu Gcinnost’ rozkladu dosahuje g-C3Ny4 pripraveny metodou modifikacie
(g-C3N4-MM), pri ktorom bolo po 6 hodinach ozarovania pozorované zniZenie koncentracie DCF az
o 80-84 %.Vyrazny vplyv mal aj pokles pH pocas ozarovania, ¢o poukazuje na tvorbu kyslych
organickych produktov degradacie. EPR experimenty so spinovymi lapa¢mi TMPO a DMPO ukazali,
ze g-C3N4 generuje pocas ozarovania ako singletovy kyslik, tak aj hydroxylovy radikal.

Zaver:

Po uskutoéneni experimentov, pri ktorych sa vzorka ozarovala roznymi vinovymi dizkami (405 nm,
420 nm, 460 nm), bola navrhnutd optimalna vlnova dizka ozarovania 405 nm. Porovnanim
jednotlivych katalyzatorov bolo zistené, ze g-C3N4-MM > g-C3N4-NR > g-C3N4 (006) z hl'adiska
ucinnosti rozkladu DCF. Kompozitné materialy PA6 + 10 % g-CsNapreukazali nizsiu aktivitu, avSak
lepSiu stabilitu a jednoduch$iu manipulaciu. Vysledky potvrdzujii potencial fotokatalytickych
procesov na baze g-C3Ns ako perspektivne rieSenie na odstranovanie farmaceutickych latok z
vodného prostredia.

Pod’akovanie:

Tento vyskum bol financovany Agentirou na vyskum a vyvoj, ¢isla grantov APVV-24-0460, a
VEGA Project No. 1/0686/2310

Literatura:
[1] HELCOM (2023). Diclofenac. HELCOM Pre-Core indicator report.

76



Priprava a charakterizacia komplexov niklu so Schiffovymi
zasadami a Studium ich biologickych vlastnosti.

Silvia Ko¢kova, Vladimir Kuchtanin

Fakulta chemickej a potravindrskej technologie
Slovenska technickd univerzita v Bratislave

xkockova@stuba.sk

V ramci tejto prace boli pripravené a charakterizované nové komplexné zluc¢eniny niklu so
Schiffovymi bazami. Komplexy boli syntetizované reakciou nikelnatych soli s prislusnymi
Schiffovymi bazami, ¢im vznikli stabilné tetrajadrové komplexy typu [Nis(L)«R)] (kde R =
Butanol, Izopentanol). Pripravené =zluceniny boli charakterizované pomocou infracervenej
spektroskopie (IR), UV-Vis spektroskopie, a rontgenovej Struktirnej analyzy monokrystalu.

Struktarne $tadie potvrdili pritomnost’ jadra tvoren¢ho 3tyrmi atdomami niklu spojenymi
mostikovymi atomami kyslika a dusika, typickymi pre zlozit¢ metaloorganické zoskupenia.
Bioaktivne vlastnosti pripravenych komplexov boli testované in vitro vo¢i vybranym
mikroorganizmom — Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Cryptococcus a Candida. Ziskané
vysledky naznacujt, ze niektoré z pripravenych nikelnatych komplexov vykazuju antibakterialnu a
antifungalnu aktivitu.

Tieto poznatky prispievaju k lepSiemu pochopeniu vzt'ahu medzi Struktirou a biologickou
aktivitou nikelnatych komplexov so Schiffovymi bazami a poukazuju na ich potencial ako
modelovych systémov pre vyvoj novych bioaktivnych materialov.
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Vyvoj novych latok s protinddorovym ucinkom patri medzi dolezité smery sucasného
vyskumu v medicinskej chémii. Osobitni pozornost’ ziskavaji v danom vyskume koordina¢né
zlu¢eniny kovov, ktoré uz preukazali Siroké moznosti uplatnenia v liecbe nadorovych ochoreni — ¢i
uz ide o klasické platinové lieciva alebo zluceniny biologicky relevantnych kovov, ako je zinok [1].
Zinok ako prirodzena sucast’ mnohych enzymov predstavuje zaujimavy centralny atom pre navrh
novych, potencidlne menej toxickych komplexov [2]. V tejto praci sme sa zamerali na pripravu a
charakterizaciu zluceniny katena-{[Zn(H20)2(u2-TDCA)]}x, v ktorej ako ligand vystupuje kyselina
tiofén-2,5-dikarboxylova (TDCA) — heterocyklicka zli¢enina s moznou biologickou aktivitou [3].

Syntetizovany komplex bol analyzovany infracervenou spektroskopiou (IR),
termogravimetrickou (TGA), elementarnou a monokrystalovou $truktiirnou analyzou. Vysledky IR
spektroskopie preukazali koordindciu ligandu cez karboxylové skupiny, TGA a elementarna analyza
potvrdili zlozenie komplexu a monokrystalova analyza poskytla detailny pohl'ad na jeho Struktarne
usporiadanie. Okrem toho bolo sledované spravanie komplexu v roztoku pomocou potenciometrie a
NMR spektroskopie a bolo uskuto¢nené jeho in vitro testovanie. Vysledky potvrdzuji Struktiru,
zlozenie pripravenej zliCeniny, jej stabilitu v testovanych médiach a menej vyraznt biologickt
aktivitu.
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V predkladanej praci boli syntetizované $tyri nové koordinaéné zlG¢eniny Zeleza(Il) K1 — K4,
ktoré mozno popisat’ v§eobecnym vzorcom [FeL]X-nS. Hexadentatny ligand L— bol dianion
Schiffovej bazy H2L, ktora bola pripravena kondenzaciou 2-hydroxy-3,5-dimetylbenzofenénu s
trietyléntetraaminom. Ked'ze ligand predstavuje dianion, na zachovanie elektroneutrality sa v
Strukture komplexov nachadza aj anion X—. Skimané zlu€eniny obsahovali chloridovy anion (K1),
azidovy anién (K2), hexafluoroantimoni¢nanovy anion (K3) a tetrafluoroboritanovyy anion (K4).
V krystalickej struktare komplexov sa s vynimkou komplexu K3 s hexafluoroantimoni¢nanovym
anionom nachadzaji aj jedna alebo viac molekal rozpustadla S. Komplex
s hexafluoroantimoni¢nanovym aniénom je zaroveii vynimoény symetrickymi dizkami vézieb v
koordinacnej sfére Zeleza, Co nebolo pozorované v ostatnych komplexoch. Za uc¢elom presného
urcenia Struktiry komplexov [FeL]X nS boli vypestované monokrystaly pomocou izotermického
odparovania rozpustadla pri izbovej teplote, ktoré nésledne boli skiimané pomocou
monokrystalovej rontgenostrukturnej analyzy. Ako rozpustadla na uskutoénenie reakcie a proces
krystalizacie boli vyskuSané bezne dostupné rozpustadla, ako metanol, aceton a etylacetat. Bola
uskutonena snaha zvysit pravdepodobnost uUspes$nej syntézy a kryStalizacie zavedenim
dodato¢ného Eistenia medziproduktov, ako aj vyberom optimalnej zasady na naviazanie kyseliny,
ktora vznika pocas reakcie. Vacsina latok bola taktiez charakterizovana spektroskopickymi
metodami v infracervene;j, viditelnej a ultrafialovej oblasti spektra. Magnetické vlastnosti tychto
zla€enin boli skimané pomocou SQUID magnetometra Vv teplotnom rozsahu 5400 K. Z merani
vyplynul nizkospinovy stav centralneho atomu komplexov K1 — K4. U vécsiny koordinaénych
zli€enin neboli pozorované odchylky od Curie-Weissovho zdkona, ¢o znamena nepritomnost’ spin
crossover javu. AvSak chloridovy komplex prejavil nevratny prechod z nizkospinového do
vysokospinového stavu pri vyssich teplotach, ¢o mozno vysvetlit’ jeho tepelnym rozkladom.

KPicéové slova: koordinacné zluceniny zeleza(Ill); o-hydroxyarylketony; Schiffova baza;
SQUID; spin crossover.
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Uvod

Durman oby¢ajny (Datura stramonium L.) je vyznamnym zdrojom tropanovych alkaloidov, ako
st hyoscyamin, atropin a skopolamin, ktoré maju Siroké farmaceutické aj agronomické vyuzitie [1].
Ich prirodzena produkcia v rastlinach je ovplyvnena genetickymi, vyvojovymi a environmentalnymi
faktormi, ¢o vedie k vyraznej variabilite produkcie [2]. Biotechnologické pristupy vyuZivajice in
vitro kultivaéné systémy rastlin preto predstavuji efektivnu alternativu umoziujicu stabilni a
reprodukovatel'nu syntézu sekundarnych metabolitov [3,4]. Medzi tieto pristupy patria in vitro
koretiové kulttry, ktoré poskytuju vhodny systém na optimalizaciu kultivaénych podmienok a tym
dokazeme zvysit' produkciu tropanovych alkaloidov. Ciel'om predlozenej prace bolo vyhodnotit’
vplyv zlozenia médii na rast biomasy a produkciu hyoscyaminu a skopolaminu v korefiovych
kultarach D. stramonium L. pomocou GC-MS analyzy.

Experimentalna ¢ast’

Z donorovych rastlin durmanu oby¢ajného kultivovanych v in vitro podmienkach na 2 MS
médiu boli odoberané korenové explantaty dlhé priblizne 20 mm. Explantaty sa prenasali do
Erlenmeyerovych baniek s tekutym kultivaénym médiom, ktoré bolo rozdelené do skupin podla
sledovaného faktora ovplyviiujuceho rast korefiovej biomasy. Hodnotené faktory zahrnali typ
kultivaéného média, pridavok rastovych regulatorov (IAA, IBA) aich koncentraciu, kombinaciu
regulatorov, rézne zdroje sacharidov, koncentraciu sachar6zy, pH média a koncentraciu kyseliny
askorbovej. Kultivacia prebiehala za staleho mieSania v tme pri teplote 23 + 2 °C pocas Styroch
tyzdiov. Po jej ukonceni boli v kazdej skupine vyhodnotené morfologické vlastnosti koreiiov, tvorba
kalusov, Cerstva a sucha hmotnost’ korefiov, ako aj samotna analyza tropanovych alkaloidov pomocou
GC-MS [5].

Vysledky a diskusia

V ramci analyzy korefiovych kultur durmanu obycajného boli hodnotené morfologické
charakteristiky, Cerstva a sucha hmotnost’ biomasy a mnozstvo tropanovych alkaloidov, ktoré boli
stanovené pomocou GC-MS. Vysledky potvrdili, Ze kultivaéné podmienky vyznamne ovplyviiovali
nielen produkciu hyoscyaminu a skopolaminu, ale aj rast biomasy korenov. Najvyssie hodnoty oboch
parametrov boli zaznamenané v BS médiu (3,164 g/L) so sacharézou (30 g/L) ako zdrojom uhlika,
ato 61,910 mg/g DW hysocyaminu a 10,259 mg/g DW skopolaminu. Glukdza sice zvysila produkciu
hyoscyaminu (65,021 mg/g DW), avSak viedla k zniZeniu rastu biomasy (0,465 g FW); zatial’ ¢o
sacharéza podporovala simultanny rast biomasy (1,9905 g FW) a produkciu metabolitov. Produkcia
hyoscyaminu (50,285 mg/g DW) dosahovala maximum pri koncentracii 60 g/L sachardzy, zatial’ ¢o
pre skopolamin (6-8 mg/g DW) boli vhodnejsie nizsie koncentracie sachar6zy medzi 10 - 20 g/L. V
pripade sledovania vplyvu pH média boli najvyraznejSie rozdiely pozorované pri produkcii
tropanovych alkaloidov, priCom najvyssie mnozstvo hyoscyaminu bolo zaznamenané pri pH 5,8
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(83,206 mg/g DW) a skopolaminu pri pH 4,5 az 5,5 (5 — 6 mg/g DW). Pri aplikécii rastovych
regulatorov v koncentracii 2 mg/L dochadzalo k zvySeniu obsahu hyoscyaminu (73,605 mg/g DW),
zatial' ¢o v pripade skopolaminu nebol zaznamenany Statisticky vyznamny rozdiel v porovnani s
kontrolou. Ako doplnkovy faktor bol sledovany aj vplyv antioxidantu kyseliny askorbovej, ktorej
pridavok redukoval hnednutie korefiov, avSak sucasne inhiboval biosyntézu oboch sledovanych
alkaloidov.

Zaver

Kultiva¢né podmienky vyznamne ovplyvnili rast biomasy ako aj produkciu tropanovych
alkaloidov v korenovych kultirach Datura stramonium L. Najvyssi narast biomasy (2,035075 g FW)
bol zaznamenany v MS médiu so sachar6zou 60 g/L bez rastovych regulatorov, zatial' ¢o najvyssi
obsah alkaloidov (61,910 mg/g DW hysocyaminu, 10,259 mg/g DW skopolaminu) v Bs médiu
s koncentraciou sachardzy 30 g/L. Najvyssia produkcia hyoscyaminu bola zaznamenana pri vyssej
koncentracii sacharozy (60 g/L) a pH 5,8, zatial’ ¢o vyssia tvorba skopolaminu bola pozorovana pri
nizSom pH (4,5-5,5) a niz8ej koncentrécii sachar6zy (10 - 20 g/L).
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Introduction

Research on functional beer with health beneficial properties is a response to the rapid growth of
market with non-alcoholic beer. In the recent years, consumption of non-alcoholic beer significantly
increased due to popularisation of healthy lifestyle resulting in decline of interest in alcoholic
beverage consumption. This trend provides opportunities for innovations in this, still developing,
branch of brewing. Enhancing beer with probiotic properties makes the product a perspective
alternative to not only traditional beer, but also other probiotic products, such as dairy. These products
provide health benefits to the consumer, mainly concerning gastrointestinal tract (GIT). The aim of
this work was to perform microbiological characterisation of unconventional yeast Wickerhamomyces
anomalus, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus and Lachancea thermotolerans, and to
evaluate its potential in use to prepare functional beer.

Methods and materials

F-glucosidase activity was analysed on YPDA media enhanced with 0.1 % (w/v) aesculin and
0.05 % (w/v) ferric citrate. Media were spot inoculated with each strain and incubated for 24 hours.
Dark complex formation within the proximity of growth indicated enzymatic activity. Tested yeast
strains were evaluated for their tolerance to conditions encountered during beer preparation, storage,
and consumption, including variations in pH, temperature, and iso-a bitter acid concentration. Each
test was conducted in 10 ml of YPD medium modified accordingly to the examined tolerance. Growth
under simulated conditions was determined by ODegoo measurement. Tested parameters included
temperatures 3°C, 20°C, and 37°C; pH25,3.5,45 at 37 °C; and iso-a acid
levels 10, 50, and 100 IBU at 20 °C. Yeast viability was examined after 48 h (37 °C and 100 IBU
samples) using methylene blue staining, and after 2h for pH2.5 samples simulating gastric
conditions. For beer production, 7 °P wort prepared by infusion mashing from 1.5 kg pale ale malt
was fermented with tested strains. Primary fermentation occurred at 20 °C for 3 days with 1 x 10°
yeast cells used as yeast starter, followed by secondary fermentation for 10 days with temperature
continually lowering from 20 °C to 3 °C. Final beers were analysed using Anton Paar density meter
for alcohol content and real degree of fermentation (RDF), HPLC-RID-DAD for non-volatile
compounds, and GC-MS for volatile organic compounds. Each final product underwent sensorial
evaluation.

Results and discussion

Basic requirements that need to be fulfilled in order to consider beer as functional include keeping
the content of alcohol below 1.2 % vol., and maintaining the amount of colony forming units (CFU)
in the final product at the minimum of 1x10® CFU/ml or 1x10° CFU in the product as a whole, while
the microorganism has to be able to survive in the conditions of the GIT in order to have probiotic
effects on the host organism [1,2]. S-glucosidase activity was observed in W. anomalus, K. lactis and
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K. marxianus which means we could expect flavour-richer beer prepared with these strains [3]. With
respect to the tolerance of tested strains to conditions of production, storage and consumption of beer,
all tested strains showed to be suitable for production of probiotic beer. Satisfactory amounts of CFU
were maintained under every tested condition and in the final product (over 1x10° CFU in the whole
product). Despite satisfactory amount of CFUs in the final product prepared with K. marxianus, only
10 % of the total cell number were viable, which might be problematic for long-term storage of this
product. Regarding alcohol content, only beer prepared with L. thermotolerans exceeded the limit of
1.2 % vol. (1.35 £ 0.12 % (v/v)). HPLC analysis of final products revealed that L. thermotolerans
was the only strain to ferment maltose in addition to glucose. This is in accordance with higher alcohol
content in this product as well as its RDF (38.7 + 3.1 %), which was the highest in comparison to
final products prepared with other strains as RDF of any of these products did not exceed 10 %.
Disability of W. anomalus, K. lactis and K. marxianus to ferment maltose in beer is desirable as low
alcohol content can be expected in beer produced with these strains [3]. Sensorial evaluation of final
products showed that beer prepared with W. anomalus, K. lactis and K. marxianus were insufficiently
carbonated and had wort-like, sweet taste. This problem, however, could be eliminated with artificial
carbonation and enhancing the flavour with fruit-flavoured additives or dry hopping. Beer prepared
with L. thermotolerans showed the best organoleptic properties as it was well carbonated and
contained the broadest variety of aromas. This was supported by GC analysis, which identified the
widest spectrum of aromatic compounds in beer prepared with this strain. Compounds such as
phenylethyl acetate, 3-methyl-1-butanol or 4-vinylguaiacol were identified. While phenylethyl
acetate is responsible for aromas reminiscent of the scent of roses, 3-methyl-1-butanol has alcohol
and banana-like aroma. 4-vinylguajacol is responsible for spicy, clove-like or phenolic aromas and
can be considered as both positive and negative, depending on the desired type of prepared beer [4].

Conclusion

Microbiological characterisation of tested yeast strains suggests that they are all suitable for
preparation of probiotic beer. Beer prepared with the use of yeast W. anomalus, K. lactis and K.
marxianus fulfills all requirements for functional beer which means these strains can be considered
as suitable for preparation of this type of beer. While beer prepared with the use of L. thermotolerans
was characterised with the best organoleptic properties, its content of alcohol exceeded the maximum
limit allowed for it to be considered as functional. This obstacle, however, can be resolved by ending
the fermentation prematurely, reducing the amount of fermentable saccharides in wort or regulation
of mashing process.
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Uvod

V poslednych rokoch narasta zaujem o vyuzitie nesacharomycétnych druhov kvasiniek vd’aka
ich jedine¢nym enzymatickym vlastnostiam, schopnosti tvorit’ metabolity priaznivo ovplyviiujuce
aromaticky profil piva a jednoduchej integracii do vyrobného procesu [3]. Nesacharomycétne
kvasinky, na rozdiel od tradi¢nych Saccharomyces cerevisiae, sa vyznacuju nizS§ou fermentacnou
aktivitou, nizSou toleranciou na etanol a neschopnostou fermentovat’ maltdézu, ¢o obmedzuje ich
samostatné vyuzitie pri vyrobe piva [3]. Ich kombinacia so Standardnymi pivovarskymi kmenmi S.
cerevisiae v procese kofermentacie vSak umoziiuje vyuzit' ich aromaticky potencial pri zachovani
fermentacnej ucéinnosti. Tento pristup vedie k tvorbe senzoricky atraktivnych, casto piv s
komplexnejSim aromatickym profilom [2]. V ramci tejto prace boli mikrobiologicky
charakterizované nesacharomycétne kvasinky vybranych druhov rodu Cyberlindnera — C.
americana, C. euphorbiae, C. misumaiensis, C. subsufficiens, C. saturnus a C. jadinii — a zaroven
bol skiimany ich potencial pri vyrobe S$pecidlnych piv prostrednictvom kofermentacie so
Standardnym pivovarskym kmeflom S. cerevisiae, pricom hlavnym zameranim bol ich vplyv na
vysledny aromaticky profil produkovanych piv.

Experimentalna ¢ast’

Schopnost’ skimanych kmenov fermentovat’ glukézu a maltdzu, hlavné sacharidy pivovarskej
mladiny, bola testovana v skimavkéach s YD médiom obsahujicim 0,5 % roztok brémtymolovej
modrej ako pH indikator a Durhamovu plynovku na zachytenie CO,. Kultivacia prebiehala 7 dni
pri 20 °C s kazdodennym pozorovanim. Zmena farby média a tvorba CO: indikovali prebiehajiicu
fermentaciu. Rastové vlastnosti kmenov boli hodnotené na YD médiu pri teplotach 3,20 a37 °C a
pri koncentraciach etanolu 1, 3 a 6 % obj. meranim zmeny optickej hustoty (ODgoonm) po 24 a 48
h a mikroskopickym sledovanim po zafarbeni metylénovou modrou. S-glukozidazova aktivita bola
stanovend na ESC médiu (0,1 %hm. eskulin, 0,05 % citronan zelezity, 0,8 % kvasni¢ny extrakt,
1,5 % agar) po 24-hodinovej inkubécii pri laboratornej teplote, pricom aktivita sa hodnotila podl'a
sfarbenia difuznej zony okolo kolonii.

Na pripravu piv bola sterilnd mladina s pévodnym extraktom 10 % hm. inokulovana
testovanymi kvasinkami v koncentrécii 10° buniek/ml a ponechan4 na staticki kultivaciu pri 20 °C
pocas 72 hodin. Po ukonceni fermentécie boli odobraté vzorky piva na analyzu, zatial’ co zvy$ny
objem bol nasledne asepticky inokulovany pivovarskym kmenom S. cerevisiae v koncentracii 10°
buniek/ml pre rozbehnutie kofermentacie, ktora prebiehala d’alSich 72 hodin za nezmenenych
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podmienok. Analyza prchavych a neprchavych organickych zlucenin fermentovanych a
kofermentovanych piv bola realizovana pomocou plynovej chromatografie s hmotnostnou
spektrometriou (GC-MS) a vysokouc¢innej kvapalinovej chromatografie (HPLC). Piva ziskané
kofermentéaciou boli nésledne senzoricky ohodnotené z hl'adiska ich chutového a aromatického
profilu.

Vysledky a diskusia

Test skvasovania sacharidov preukazal, ze vSetky skimané kmene boli schopné fermentovat’
glukézu, zatial Co maltézu dokdzal fermentovat’ iba druh C. euphorbiae. Ostatné
nesacharomycétne kmene neprejavili schopnost’ vyuzivat’ maltézu ako zdroj uhlika, ¢o potvrdzuje
ich vhodnost’ pre kofermenticiu so $tandardnym pivovarskym kmeniom S. cerevisiae, ktory
zabezpecuje dokvasenie rezidualnych sacharidov [1]. Najintenzivnejsi rast vacSiny kmefiov bol
pozorovany pri teplote 20 °C, zatial’ ¢o pri 3 °C bol rast minimdlny a pri 37 °C sa prejavila zvySena
citlivost’ kvasiniek na teplotny stres. Rast bol inhibovany pri koncentracii etanolu 6 % obj., pricom
pri nizSich koncentraciach kvasinky vykazovali schopnost’ prezivat a rast [1]. Skumané
nesacharomycétne kmene rodu Cyberlindnera prejavili f-glukozidazova aktivitu, zatial’ ¢o kmen
S. cerevisiae ju nevykazoval. Pozitivna p-glukozidazova aktivita naznacuje schopnost’ tychto
kvasiniek uvolnovat’ pocas fermenticie monoterpénové alkoholy, ktoré prispievaju k zvysenej
komplexnosti aromatického profilu piva [4].

HPLC analyza neprchavych organickych zluc¢enin piv potvrdila nizku fermenta¢nu kapacitu
kmenov rodu Cyberlindnera (max. 0,92 % obj. etanolu) a vysledky testu skvasovania sacharidov
[1]. GC-MS analyza prchavych zloziek odhalila, Ze piva pripravené kofermentaciou kvasiniek rodu
Cyberlindnera so S. cerevisiae obsahovali zvySent rozmanitost’ esterov a vyssich alkoholov, najméa
2-fenyletylacetatu, 3-metylbutylacetaitu a izoamylalkoholu, ktoré prispievaji k ovocnym a
sladkastym téonom vysledného piva. Senzoricka analyza potvrdila stlad s vysledkami GC-MS
analyzy prchavych organickych zlucenin [3]. Najlepsie hodnotené boli piva pripravené
kofermentéaciou s kmenmi C. americana, C. euphorbiae a C. jadinii v kombindcii so S. cerevisiae,
ktoré sa vyznacovali Cokoladovymi, karamelovymi a ovocnymi tonmi v aromatickom a chutovom
profile.

Zaver

Kofermentacia s nesacharomycétnymi kvasinkami rodu Cyberlindnera pozitivne ovplyviuje
senzoricky profil vysledného piva. Ich vyuzitie v pivovarskej praxi, najmé v spojeni s tradi¢nymi
kmenmi, predstavuje sl'ubny néstroj pre vyvoj novych Stylov piv s vyraznejSou arémou a
komplexnej$ou chutou.
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Uvod

Medovina je tradiény alkoholicky napoj, av§ak vo vyrobe sa stretava s roznymi komplikaciami
ako oneskoreny zaciatok kvasenia, pred¢asné ukoncenie fermentdcie, tvorba neziaducich
senzorickych vlastnosti alebo nehomogenita vyrobkov medzi $arzami [2].

Predkladana $tidia si kladie za ciel’ navrhnit’ optimalizované postupy predkultivacie vinneho
kmena kvasiniek — zloZenie média, zdroj uhlika a dusika, pritomnost’ kyslika, teplotu, premieSavanie,
pH a iné, za ucelom ziskania maximalnej vytaznosti biomasy pouzitel'nej pre fermentaény proces
vyroby medoviny v bioreaktore.

Experimentalna ¢ast’

Cielom praktickej c¢asti vyskumu bolo zostrojenie rastovych charakteristik kvasiniek
Saccharomyces cerevisiae Lalvin K1™ V1116. Testovanymi zivnymi pddami bolo YPD médium
avodny roztok medu s koncentraciou 370 g.dm>. Medovy roztok (pH 3,7) bol obohateny
00,2 g.dm™ Zivnej soli pre kvasinky, ktora obsahovala fosforeénan aménny a vitamin B. Kultivacia
prebiehala submerzne v 1000 ml bankéch s gul'atym dnom s objemom zivnej pddy 100 ml, pri teplote
30 °C, aerébne a s premiesavanim pri 280 ot.min.”' na trepacke.

Pocas 80 hodin kultivacie sme realizovali odbery v §tvorhodinovych intervaloch. Priebeh narastu
biomasy sme monitorovali turbidimetrickou (ODsoonm) a gravimetrickou metdédou po odstredeni
kvasiniek z média. Z jednotlivych odberov sme pripravili nativne preparaty pre porovnanie fyziologie
buniek kvasiniek v jednotlivych fazach rastovej krivky.

Vysledky a diskusia

Kultivaciou kvasiniek v YPD médiu sme zaznamenali schopnost’ rychlej adaptacie na médium
s vrcholom exponencialnej fazy v 16. hodine kultivacie. Od 32. do 80. hodiny kultivacie bola
sledovana stacionarna faza kvasiniek.

V pripade kultivacie kvasiniek v medovom roztoku sme zaznamenali dlh$iu lag fazu v trvani 8
hodin. Narast biomasy bol najintenzivnej$i medzi 8. a 20. hodinou kultivacie. Po zostaveni rastovych
charakteristik sme zaroven pozorovali viacvrcholovy rast kvasiniek, ¢o mohlo byt spdsobené
vycCerpanim primarneho zdroja uhlika a prechodu na iny zdroj uhlika (jav diauxie).

Vytaznost' susiny kvasni¢nej biomasy kmenia K1™ V1116 pri kultivacii v medovom roztoku
dosiahla po 48 hodinach kultivacie 1,015 g.dm™. Vytaznost biomasy bola mierne nizSia oproti
kontrolnej vzorke v porovnanej $tudii [1], no po porovnani s optimalizovanym medovym roztokom
bola nizsia az 0 1,392 g.dm™.

Vysoka vytaznost’ susiny kvasni¢nej biomasy v §tudii bola zabezpecena optimalizaciou média
v porovnanej $tadii [1] pridavkom vinanu draselného 5 g.dm?, kyseliny jablénej 3 g.dm
a hydrogénfosfore¢nanu diamoénneho 1 g.dm™,
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V inom experimente bola najvyss§ia vytaznost’ susiny biomasy dosiahnuta pri uprave medového
roztoku na pH 3,7 kyselinou jablénou avinanom draselnym as obsahom kvasinkami
asimilovatel'ného dusika na 267 mg.dm= pomocou hydrogénfosforeénanu diaménneho [3]. Nésledny
Cas fermentacie medoviny pri objeme vzorky 250 ml sa takouto upravou znizil na 96 hodin z 240
hodin pri kontrolnej vzorke.

Zaver

Z vysledkov nasho experimentu a z porovnania inych $tidii mézeme konStatovat’, ze jednoduché
medové médium moze byt pouzité pre kultivaciu kvasiniek, avSak dosledna optimalizacia zivin
v medovom roztoku by mohla vyrazne zvySit vytaznost biomasy a skratit nasledny proces
fermentacie.

Optimalizovat’ medovy roztok je mozné najméa zabezpecenim dostatoéného a kvalitného zdroja
asimilovateného dusika a upravou a monitorovanim pH. Vhodne pripravena inokula¢na davka
zaroven zabezpecuje rychly nastup exponencialnej fazy rastu kvasiniek, ¢im sa skracuje celkovy ¢as
fermentécie a zlepSuje sa kontrola nad celkovym procesom vyroby.
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Introduction

Acetylated diacylglycerols (acDAGs) form a special group of storage lipids with industrial and
biomedical applications. Due to their lower viscosity, calorific value, and melting point, these lipids
have advantages in food, cosmetics, and biofuels industries. As acDAGs are rarely found in nature,
their microbial biosynthesis represents a promising alternative for their production. For this
purpose, the plant gene LdLPAAT from Limnanthes douglasii, encoding a lysophosphatidic acid
acyltransferase, was inserted into a recombinant strain of Yarrowia lipolytica expressing the gene
EeDAcT, encoding the plant enzyme diacylglycerol acetyltransferase, which is crucial for the
synthesis of acetylated diacylglycerols [1]. Y. lipolytica has exceptional oleaginous properties and,
with some engineering modifications, can achieve a lipid content up to 90% of dry cell weight [2],
[3]. Although genetic engineering tools for Y. lipolytica have advanced, DNA repair in this yeast
still predominantly occurs via nonhomologous end joining (NHEJ) [4].

Experimental part

The initial aim of the study was to prepare insertion cassettes containing the LdLPAAT gene,
which is naturally expressed in the L. douglasii plant. The Escherichia coli strains were used in this
study for the storage and amplification of plasmid DNA (pDNA). After isolation, pDNA was
purified and cleaved by the restriction enzyme Notl. As a parental strain for novel recombinant
strains was chosen YL25 (MATA leu2-270 ura3-302 xpr2-322, pTEF-EeDAcT-URA3ex), which
encodes the EeDAcT enzyme.

Transformation of expression cassettes into the selected auxotrophic strain YL25 was performed
using a chemical method in the presence of polyethylene glycol, applying heat shock, and,
subsequently, the suspension with transformants was spread onto three Petri dishes containing the
appropriate selective medium. Then, both genetic screenings, using PCR and metabolic screening,
were performed by culturing transformants to check for the presence of the gene of interest.

For verification of the production characteristics of the constructed strains, we conducted a
scale-up cultivation in three biological replicates. The YL33 strain (MATA leu2-270 ura3-302 xpr2-
322, pTEF-EeDAcT-URA3ex, LEU2) was used as a control strain. Yeast inoculum was prepared by
cultivating in a liquid YPD medium for 24 hours at 28 °C and 130 rpm. Cultivations for production
experiments were conducted using modified MedA+ medium, providing nitrogen-limited
conditions. The cultivation was carried out for 72 hours at 28 °C and 130 rpm.

Then, chromatographic techniques were applied, total fatty acid profiles were analysed, and
densitometric quantification was performed.
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Results and discussion

The successful integration of the LdLPAAT gene into the genome of YL25 strain demonstrates
that the NHEJ-based transformation method, supported by zefa sequences, can efficiently generate
stable recombinant strains.

Following the transformation, genetic verification confirmed the successful integration of the
LdLPAAT gene, while metabolic screening identified differences in lipid production among the 13
transformants. Most strains showed similar glucose utilization and biomass growth to the control
strain, but the N strain exhibited the highest total fatty acid yield, with oleic acid as the dominant
component, indicating its potential for enhanced lipid biosynthesis. TLC analysis revealed distinct
lipid profiles among transformants, with N and Y strains showing the highest acDAG accumulation,
while TAGs remained the dominant lipid fraction. PCR verification confirmed successful
integration of the LALPAAT gene in several transformants, and based on combined metabolic and
genetic data, strains F (YL174), M (YL175), and N (YL176) were selected for scale-up cultivation.

The selected transformants were cultivated under identical conditions to assess lipid production,
with YL33 showing the highest biomass growth, consistent with its higher glucose consumption.
Fatty acid profiling revealed that all strains primarily produced C16 and C18 fatty acids, with
transformants showing slightly increased levels of oleic and stearic acids, suggesting an influence of
the inserted LdLPAAT gene on lipid metabolism. However, while TAG accumulation increased
compared to the control, acDAG yields remained unchanged, indicating that constitutive expression
of LdALPAAT under the TEF I promoter may not be optimal for enhancing acDAG synthesis.

Conclusion

The results showed that the insertion of LdLPAAT was performed successfully into the genomes
of YL174, YL175 and YL176 strains. However, it did not contribute to a higher accumulation of
acetylated diacylglycerols. In contrast, the transformants produced higher yields of triacylglycerols.
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Uvod

Cielom naSej prace bol vyvoj metddy produkcie enzymu — cyklodextrin glykozyltransferazy
z Niallia circulans (tiezZ znamy ako Bacillus circulans) a zavedenie laboratérnych metdd potrebnych
pre d’alsi vyskum.

Cyklodextrin glykozyltransferaza (CGTaza, EC 2.4.1.19) je enzym patriaci medzi a-amylazy.
Tato transferaza ma schopnost’ G¢inne katalyzovat’ stiepenie glykozidovych vézieb pritomnych medzi
dvoma sacharidmi, ako aj medzi nesacharidovou Castou a sacharidickym zvySkom. Zvlastnou
vlastnost'ou CGTaz je ich schopnost’ katalyzovat transglykozyla¢né reakcie, pri ktorych dochadza k
premene $krobu a inych 1,4-viazanych o-glukanov na neredukujiice oligosacharidy, nazyvané
cyklodextriny. Pre mikroorganizmy, ktoré nativne produkuju CGTazy, su tieto enzymy kritickou
stcast'ou ich metabolizmu. Primarnym vyuzitim CGTaz tymito mikroorganizmami je 0¢inné
Stiepenie komplexnych polysacharidov, napriklad skrobu. CGTazy s nativnym mikroorganizmom
vylucované do mimobunkového prostredia, kde Stiepia polysacharidy na cyklodextriny. Tieto
cyklodextriny st do bunky transportované Specifickymi prendSacmi. Cyklodextrindzy v bunke
hydrolyzuji cyklodextriny, ktoré méze bunka vyuzivat ako zdroj uhlika [1].

Experimentailna cast’

V experimentalnej Casti sme sa zamerali na vypracovanie spektrofotometrického stanovenia f3-
cyklodextrinu, optimalizdciu produkénych podmienok, izolaciu CGTazy z buniek, testovanie
cyklizacnej aktivity CGTazy, odskusanie produkcie biomasy v laboratérnom bioreaktore a ¢iastocnu
purifikaciu CGTazy.

Koncentracie  B-cyklodextrinu ~ sme  stanovovali  modifikovanou  fenolftaleinovou
spektrofotometrickou metddou [2]. Vzorka reakénej zmesi bola na zastavenie reakcie zmie$ana s 1
M HCIl v objemovom pomere 1:1 aodstredend, supernatant sa pouzil na spektrofotometrické
stanovenie pri 550 nm. Metoda bola kalibrovana na Standardné roztoky B-cyklodextrinu.

Ako produkény mikroorganizmus sme pouzivali rekombinantny kmen E. coli BL21 (DE3)
dodany spolo¢nostou Enantis, s.r.o. (Brno, Ceska republika) nestci plazmid pET28b s génom pre
CGTazu z Niallia circulans s histidinovou kotvou. Experimentalne sme $tudovali vplyv koncentracie
induktora (IPTG), koncentracie produkéného média a teploty na syntézu CGTazy.

CGTaza bola zo suspenzie buniek produkéného mikroorganizmu izolovana pomocou tlakového
bunkového disruptora. Vysledny homogendt sa zbavil tuhych podielov odstredenim. Takto
pripraveny hruby enzymovy preparat (HEP) sme pouzili pri testoch aktivity enzymu. Na meranie
aktivity CGTazy sme ako substrat pouzili 5% (w/v) roztok maltodextrinu s DE 5 — 7.

Na ¢iastoént purifikaciu CGT4zy sme pouzili niklom (Ni*") aktivovany nosi¢ Seplife Chelex
7350 (Sunresin, Cina) v koldnke s objemom 1 mL.
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Vysledky a diskusia

V prvom kultivacnom experimente sme sa po predbeznych experimentoch, rozhodli pre nizsiu
teplotu kultivacie v produkénej faze (20 °C). Tiez sme okrem Standardnej koncentracie LB média
a induktora rozhodli sledovat’ aktivitu HEP pri niz§ich koncentraciach (66% LB oproti $tandardnym
podmienkam a 0,1 mM IPTG). Najvyssia celkova aktivita CGTazy bola dosiahnuta pri Standardnych
koncentraciach LB média a IPTG. Aktivita HEP z kultivacie s nizSou koncentraciou LB média bola
priblizne o 55 % nizsia a aktivita HEP z kultivéacie s nizSou koncentraciou IPTG bola porovnatel'na
so Standardnymi podmienkami.

V druhom kultivaénom experimente sme sledovali vplyv teploty v produkénej faze na aktivitu
HEP. Konkrétne sme sledovali teploty 25, 20 a 15 °C. NajvysSia aktivita a Specificka aktivita HEP
bola pri 15 °C. Aktivity HEP pri 25 a 20 °C boli oproti aktivite HEP pri 15 °C priblizne 1,5 % a 70 %-
né. Specifické aktivity HEP pri 25 a 20 °C boli priblizne 1 % a 45 %-né. Priaznivy u&inok teploty si
vysvetlujeme moznost'ou, ze pri nizsej teplote dochadza k pomalSej expresii, vdaka ¢omu sa
produkuju vo véacsej miere spravne poskladané molekuly enzymu.

V ramci zvySovania objemu produkcie CGTéazy sme odskusali aj kultivaciu v bioreaktore s
celkovym objemom produkéného média 2 L. Aktivita HEP z bioreaktora bola oproti HEP z kultivacie
na trepacke pri rovnakej teplote po indukcii priblizne dvojnasobna. Ide o Ciasto¢ne ocakavany
vysledok, nakol’ko kultivacia v bioreaktore prebieha v podmienkach, ktoré su priaznivejsie z hl'adiska
prevzdusiovania.

Po ciastoénej purifikacii aktivita CGTazy vzrastla priblizne o 16 % v porovnani s aktivitou HEP.
Toto mohlo byt spdsobené odstranenim inhibitorov, ktoré sa nachadzali v HEP, ¢o vSak bude
potrebné overit’ v d’alSom experimentalnom $tudiu. Faktor precistenia purifikovanej frakcie bol 16.
Kapacita nami pripraveného nosica bola 32,67 mg CGTazy na gram nosica.

Zaver

Nami zistené optimalne podmienky produkcie CGTazy z Niallia circulans pomocou
rekombinantnej E. coli BL21 (DE3) boli: ockovanie LB média 1% inokulom, inkubacia pri 37 °C
a 115 ot./min, pridavok induktora, produkéna faza 24 h pri teplote 15 °C, koncentracia induktora 0,5
mM. Purifika¢ny faktor bol 16 a kapacita nosica Seplife Chelex 7350 bola 32,67 mg CGTazy na gram
nosica.

Pod’akovanie: Tento prispevok vznikol s podporou projektu APVV-22-0161
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Uvod

Glukoronoylesterazy (GE) su mikrobialne enzymy schopné rozkladat' esterové vizby medzi
ligninom a polysacharidmi v rastlinnych bunkovych stenach, ¢o je kl'acové pre efektivny rozklad
ligno-sacharidovej biomasy. Lignin ako aromaticky polymér tvori pevny a odolny zaklad bunkovej
steny a jeho Struktira je komplexna s roznymi vézbami. Produkcia a aplikacia GE sa povazuje za
perspektivnu najmé v oblasti biopaliv a vyroby obnovitelnych surovin [1-3].

Experimentalna ¢ast’

Experimentalna ¢ast prace bola zamerana na produkciu GE v expresnom systéme kvasinky Pichia
pastoris KM71H. S cielom zabezpecit’ ¢o najefektivnejsiu produkciu rekombinantného enzymu boli
optimalizované kultivacné parametre, medzi ktoré patrilo experimentovanie s roznymi
koncentraciami metanolu, pridavok stopovych prvkov a typ média vhodného pre rast a expresiu.
Produkény proces bol detailne monitorovany pomocou niekol’kych analytickych metdd. Produkcia
GE bola charakterizovanad meranim optickej hustoty kultr, stanovenim koncentracie proteinov
Bradfordovou metddou, sledovanim spotreby metanolu a glycerolu pomocou HPLC a potvrdenim
pritomnosti cielového proteinu elektroforézou SDS-PAGE a farbenim striebrom. Enzymaticka
aktivita GE bola merana pomocou $pecifickych testov na substrate (GEUX3, Megazyme) (Obr. 1),
pri¢om bol spektrofotometricky zaznamenavany vznik para-nitrofenolu pri vinovej dizke 400 nm.
Dalej boli skiimané rozne podmienky dlhodobého skladovania proteinu pri roznych teplich a
pridavku stabilizatorov, ako je glycerol, s cielom identifikovat’ optimalne podmienky pre zachovanie
aktivity. Na zaver bola rekombinantnd GE purifikovana pouzitim rychlo-proteinovej kvapalinovej
chromatografie (FPLC).
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Obr. 1 GEUX3 kit, reakcia katalyzovana GE (https://deltagen.com.au) [4]
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Vysledky a diskusia

Pracou sa podarilo dosiahnut’ zvy$entl expresiu rekombinantnej GE pomocou optimalizovaného
kultivaéného protokolu. Na SDS-PAGE sa potvrdila pritomnost’ enzymu o velkosti 46 kDa. Dalej
bolo zistené, ze dlhodoba stabilita enzymu je vyrazne ovplyvnena podmienkami skladovania, s
najlepSou dlhodobou stabilitou pri mrazeni na -80 °C s glycerolom a pre kratkodobé skladovanie 4 °C
bez pridavku stabilizatora. Teplotné optimum aktivity bolo uréené priblizne na 35 °C, pri¢om aktivita
enzymu klesa pri teplotach mimo tohto rozsahu. Dodato¢ne bol enzym purifikovany pomocou FPLC.
Tieto vysledky potvrdzuji uspesni optimaliziciu produkcie, expresie a skladovania
rekombinantného enzymu GE, ¢o prispieva k zlepSeniu jej potencialneho pouzitia v priemyselnych
biotechnologickych aplikaciach.

Zaver

Praca sa venuje optimalizacii expresie rekombinantnej glukoronoylesterazy v Pichia pastoris,
stanoveniu jej teplotného optima a podmienok pre dlhodobé skladovanie. Ciel’ prace bol splneny
a pouzité metddy vykazovali spolahlivé vysledky. Vysledné informacie su dolezité pre buduce
vyuzitie enzymu v biotechnologickych aplikacidch zameranych na spracovanie lignocelulézovej
biomasy, s potencidlom priemyselnej aplikacie.
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Introduction

Microorganisms play a vital role in Biotechnology, particularly in enzyme production for
industrial and medical applications. Bacterial species such as Escherichia coli, Bacillus subtilis and
Pseudomonas species are known producers of enzymes such as proteases, amylases and L-
asparaginase. Among these enzymes, L-asparaginase is notable for its dual application: treating acute
lymphoblastic leukemia (ALL) by depleting asparagine and reducing acrylamide formation in
processed foods. Advances in Industrial Biotechnology and recombinant DNA technology have
enhanced enzyme yield and stability, making microbial enzymes a cost-effective solution. It also
explores recent trends in technology to address global industrial and medical needs.

Experimental Part

Bacterial cultures were isolated from surface-sterilized rhizomes of field-grown Zingiber
officinale (ginger). Isolation was performed using modified M9 agar medium inoculated with
sterilized rhizome buds and incubated at 40°C for 24 hours. Bacterial isolates were screened for L-
asparaginase production using modified M9 medium supplemented with phenol red indicator. A pink-
red colour change indicated positive enzyme activity. Submerged fermentation was carried out in
modified M9 production media using 1.5% inoculum, incubated at 37°C for 24 hours in a shaker.
Samples were collected every 24 hours for six days, centrifuged at 10,000 rpm for 10 minutes and
the supernatant was used as crude enzyme.

Quantitative enzyme activity was measured using the Nesslerization method and protein
concentration was determined by the Lowry method using BSA as standard. Isolates with maximum
activity were selected for further analysis. Morphological and biochemical characterization of the
isolate was carried out. Optimization studies were conducted to enhance enzyme production by
varying environmental parameters (temperature, pH, shaking and static conditions) and media
components (carbon and nitrogen sources). Enzyme activity and protein concentration were evaluated
under optimized conditions. Partial purification was done using acetone precipitation and purity was
assessed by SDS-PAGE. Kinetic parameters (Km and Vmax) were determined using the Michaelis-
Menten equation.

Results and Discussion

Endophytic bacteria were isolated from the bud of Zingiber officinale, with four distinct species
obtained through plating techniques [1]. Qualitative screening on modified M9 agar identified two L-
asparaginase-producing isolates (X1 and X4). Isolate X4 showed peak enzyme activity on days 1 and
2, while X1 peaked on days 3 and 4. Hence, X4 was selected for further studies due to its early-phase
production and scalability potential. Biochemical characterization identified X4 as Bacillus sp. The
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result from this study aligns with existing data that suggest Bacillus sp., Escherichia coli, and Erwinia
carotovora, as efficient L asparaginase producers [2].

Optimisation studies revealed maximum enzyme production at pH 6.0, 40°C, under shaking
conditions (200 rpm), with sucrose and peptone as optimal carbon and nitrogen sources. These
findings support the optimal activity of L-asparaginase enzyme has neutral to slightly acidic pH and
moderate temperature [3]. Due to the catabolic repression of glucose, sucrose is used as a carbon
source to enhance the enzyme production [4]. Enzyme activity increased by 16.7% in the optimized
media. Partial purification via acetone precipitation improved enzyme purity, with 65-75% yield
recovery confirmed by SDS-PAGE. Kinetic analysis showed Michaelis-Menten behaviour with a
Vmax of 590.33 IU/mL and K of 15%, supporting the enzyme’s efficiency under optimized
conditions. These findings align with previous studies highlighting Bacillus spp. as effective L-
asparaginase producers and confirm the potential of endophytic bacteria from ginger as alternative
microbial sources for industrial and therapeutic enzyme production [5].

Conclusion

This study identified a novel L-asparaginase-producing bacterial strain from Zingiber officinale,
showcasing the potential of endophytic bacteria as efficient enzyme sources. Optimization of culture
conditions significantly enhanced the enzyme yield. Partial purification via acetone precipitation
improved enzyme stability and concentration. Kinetic analysis revealed high substrate affinity and
catalytic efficiency, indicating strong industrial and medical potential. Beyond its therapeutic use in
leukemia, the enzyme also showed promise in reducing acrylamide in food, broadening its
applications.
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Uvod

Cyklodextrin glukanotransferdza (CGTaza) je enzym katalyzujici premenu linearnych
polysacharidov, nachadzajucich sa v Skrobe, na cyklodextriny. Tieto sacharidové molekuly maji
Struktru s hydrofilnym vonkajskom a hydrofébnou dutinou. Dokazu tvorit’ inkluzivne komplexy
s r0znymi hydrofébnymi a organickymi latkami, ¢im zvySuju ich rozpustnost’ a stabilitu [1]. Vibrio
natriegens je morska baktéria so slubnymi vlastnostami pre efektivnejsiu produkciu, hlavne vd’aka
svojej rychlej dobe rastu. Ciel'om prace bola uspesna produkcia cyklodextrin glukanotransferazy do
média pomocou nespecifickej sekrécie vo Vibrio natriegens.

Experimentalna ¢ast’

V nasej praci sme pouzili kmen V. natriegens, ktory obsahoval plazmid pRSFDuet s génom pre
PBP. Predpoklada sa, ze PBP (penicillin binding protein) dokaze vytvarat’ porty v cytoplazmaticke;j
membrane, ¢o sposobuje nespecificku sekréciu do média. Elektroporaciou sme transformovali nami
pripravené elektrokompetentné bunky V. natriegens plazmidom obsahujuci gén pre CGTéazu.
Transformanty sme nasledne rozinokulovali na LB3 misky s obsahom antibiotik.

Z narasteného klonu sme pripravili noéni kultGru, z ktorej sme preockovali do troch
Erlenmayerovych baniek s LB3 médiom. Indukovali sme 1 mM IPTG pri OD = 0,5. Expresia
prebiehala 4h pri 37 °C. Kazdu hodinu sme odoberali vzorky média a buniek. Vzorky média
sa zrazali pomocou TCA. Vzorky sme analyzovali na SDS-PAGE elektroforéze.

Po ukonceni expresie sme kultiru centrifugovali a supernatant nasledne zrazali siranom
aménnym s roznou koncentraciou (30 % - 70 %). Po zrazani sme z jednotlivych vzoriek merali
aktivitu CGTazy upravenym postupom podl'a Kaneko a kol. (1987) [2].

Vysledky a diskusia

Podarilo sa ndm tuspesne transformovat’ elektrokompetentné bunky V. natriegens. Jednotlivé
klony narastli na miskach s LB3 médiom a antibiotikami chloramfenikolom a kanamycinom, ktoré
sme pouzili na selekciu.

Na géli z SDS-PAGE elektroforézy sme mohli pozorovat’ zvySujicu sa intenzitu viacerych
bandov pri vzorkach z média postupom ¢asu (Obr. 1). Toto nam potvrdzuje nepretrzita nespecificku
sekréciu proteinov do média od indukcie.

Aktivita CGTéazy bola merana na zéklade poklesu absorbancie. Cim viac cyklodextrinov sa
nachadza vo vzorke, tym je namerana hodnota absorbancie nizSia. Testovali sme aktivitu z troch
vzoriek srozlicnymi koncentraciami siranu amoénneho. Najvy$Siu aktivitu sme pozorovali pri
vzorke zo zradzania 70 % siranom aménnym.
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Obr. 1 SDS-PAGE analyza jednotlivych vzoriek intracelularnych a extracelularnych proteinov
z expresie CGTazy pocas jednotlivych hodin.

Zaver

Uspesne sme produkovali cyklodextrin glukanotransferizu do média pomocou Vibrio
natriegens s aktivitou pri zrazani 70% siranom amoénnym. V budlcnosti by sme sa zamerali na
zefektivnenie expresie a najdenie vhodnej chromatografie na precistenie CGTézy.
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Abstract

The increasing need for sustainable energy sources has led to the development of biorefineries,
which convert renewable biomass into biofuels and value-added products. Enzymes play a crucial
role in these processes by enabling the efficient hydrolysis of complex polysaccharides. Among them,
exo-B-1,3-glucanases catalyse the degradation of B-1,3-glucans, major structural components of
fungal and algal cell walls, producing glucose units from non-reducing chain ends. In this work, the
methylotrophic yeast Pichia pastoris was used as the host for recombinant exo-f-1,3-glucanase
production under the control of the AOX1 promoter. Cultivations were performed in 500 mL shake
flasks, and four methanol induction strategies were compared following the method of [1]. Then the
partial purification of the expressed enzyme was performed by ammonium sulphate precipitation at
20-80 % saturation, followed by SDS-PAGE and enzyme activity assay using the DNS method.

Optimization of methanol induction demonstrated a strong correlation between feeding strategy
and protein expression. Frequent and moderate dosing resulted in higher biomass (ODesoo = 30-33)
and total protein concentration (= 65—68 pg/mL), while excessive single dosing caused methanol
accumulation (> 20 g/L) and growth inhibition, consistent with findings by [2], who observed
methanol toxicity in P. pastoris. Similarly, larger inoculum volumes led to improved growth and
productivity. These findings confirm that optimized induction and inoculation strategies are key
factors for efficient recombinant enzyme production in P. pastoris. Partial purification by ammonium
sulphate precipitation revealed enzyme enrichment in the 60-80 % pellet fractions. However, SDS-
PAGE analysis did not confirm a distinct 58 kDa band corresponding to the target protein, suggesting
incomplete separation. As reported by [3], P. pastoris naturally secretes endogenous glucanases,
which may have contributed to background activity and limited purification efficiency. Further
optimization of incubation time and buffer conditions, as well as follow-up chromatography, is
recommended.

This study successfully optimized methanol induction and inoculation parameters to produce
recombinant glucanase in Pichia pastoris. Future work should focus on implementing
chromatographic purification steps to isolate the target protein and characterize its activity for
potential applications in biofuel production and biocatalysis.
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Alkylgalaktozidy st O-glykozidy, v ktorych hydrofilnd glykozidové cast’ (glykon) pozostava
z galaktozy a hydrofobnu nesacharidicktl ¢ast’ (aglykon) predstavuje alkylovy retazec. Tieto latky
predstavuju novi generaciu neidnovych surfaktantov, ktoré st netoxické, hypoalergénne a
biodegradovatel'né. Vd'aka svojim fyzikalno-chemickym vlastnostiam, ako je chemicka stabilita v
kyslom aj zasaditom prostredi, vysokej povrchovej aktivite a antimikrobialnej aktivite, tieto
zlG¢eniny nachadzaji uplatnenie v rdéznych priemyselnych segmentoch, vratane chemického,
farmaceutického, kozmetického a potravinarskeho priemyslu [1-3].

Alkylgalaktozidy sa daju pripravit chemickymi metédami, ako su Fischerova a Koenigs-
Knorrova syntéza, alebo enzymaticky [2]. Konvenéné chemické metddy s vSak Casto spojené s
naroénymi reakénymi podmienkami, ako s vysoké reakéné teploty a tlaky, alebo pritomnost’ soli
tazkych kovov. V reakcii pritom vznika zmes a- a 3-anomérov, ktoré je potrebné nasledne este delit’
[2]. Enzymaticka syntéza je vSeobecne povazovana za ekologickejsiu alternativu k tej chemicke;j,
nakol'ko nevyZzaduje vysoké reakéné teploty a tlaky, ani toxické katalyzatory [2]. Navyse, reakcia je
vysoko regio- a stereoselektivna, pri¢om vysledné produkty mozno oznacit’ ako ,,prirodné* [2].

Enzymaticka syntéza alkylgalaktozidov sa uskutoénuje prostrednictvom dvoch hlavnych drah —
termodynamicky riadenej reverznej hydrolyzy alebo kineticky riadenej transglykozylacie. Pri
reverznej hydrolyze dochadza k tvorbe alkylglykozidu reakciou monosacharidu s alkoholom, pricom
posun rovnovahy smerom k syntéze sa dosahuje znizenim aktivity vody, napriklad pridavkom
rozpustadiel alebo zvySenim koncentracie substratu. Naopak, pri transglykozyléacii sa ako donor
glykozidovej jednotky sluzi aktivovany glykozid (napr. arylglykozidy alebo laktoza), zatial' ¢o
alkohol v reakcii posobi ako nukleofilny akceptor [2]. Na transglykozylacnu syntézu alkyl-
galaktozidov je mozné pouzit' B-galaktozidazy (EC 3.2.1.23), ktoré su dostupné z rdznych
mikrobialnych zdrojov [2, 4].

Ciel'om tejto prace bolo pripravit’ imobilizovany preparat f-galaktozidazy, ktory by bolo mozné
vyuzit na transglykozylaéni syntézu metyl-galaktozidu z laktézy. Komerény preparat f-
galaktozidazy z vlaknitej huby Aspergillus niger bol kovalentne imobilizovany na vybrané
metakrylatové nosi¢e znagiek Purolite Lifetech™, Sunresin® a Immobead, a nasledne testovany vo
vsadzkovych reakciach. Imobilizované preparaty boli charakterizované z  hladiska
transglykozylac¢nej aktivity a maximalneho vytazku metyl-galaktozidu. Priebeh enzymatickej reakcie
a kvantifikécia reaktantov boli sledované pomocou HPLC.

Najlepsie vysledky boli dosiahnuté pri pouziti amino-funkcionalizovaného nosi¢a Seplife®
EMC7225M aktivovaného glutaraldehydom, na ktorom imobilizovana B-galaktozidaza vykazovala
najvyssiu transglykozyla¢nt aktivitu a vytazok produktu. Vlastnosti tohto imobilizovaného preparatu
boli nasledne blizsie charakterizované. Mnozstvo enzymu schopné¢ho viazat sa na nosi¢ bolo
optimalizované a vyhodnotil sa jeho vplyv na transglykozylaénu aktivitu. Teplotny a pH profil
imobilizovanej B-galaktoziddzy bol porovnany s profilom volného enzymu, pricom sa sledovala
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nielen enzymova aktivita, ale aj maximélny vytazok metyl-galaktozidu. Dalej bol skimany vplyv
pridavku rézneho mnozstva metanolu do reakénej zmesi na aktivitu a vytazok produktu, a to pre
volny aj imobilizovany enzym. V neposlednom rade bola sledovand skladovacia stabilita
imobilizovaného enzymu pocas 4 tyzdnov pri teplotach 4 °C a 25 °C.
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Uvod

Jednou z celosvetovych dominantnych hrozieb poslednych dekad sa stal signifikantny nérast
fungalnych infekeii spdsobujucich vysoku mortalitu az 1,7 miliéna I'udi rocne (Houst et al., 2020).
Problémom sa stava nielen narast fungalnych infekcii, ale aj zvySujuci sa podiel rezistentnych
fungalnych patogénov, ¢o je dosledok nadmerného pouzivania antifungalnych lieciv veduceho
k rozvoju rezistencie. Najviac zranitelnou skupinou st ludia so znizenou imunitou, resp.
potladanim imunity v dosledku transplantacie (kmenové bunky, organy), chemoterapie, ale aj
infekcie virusom l'udskej imunodeficiencie (HIV) (Pathakumari et al., 2020). Z toho dovodu je
snahou viacerych vyskumnych skupin objasnit’ sposoby mechanizmu rezistencie fungalnych
patogénov anasledne zvysit' ucinnost’ antifungalnych zlucenin, néjst nové terapeutické ciele,
pripadne vyvinat nové lieciva.

Teoreticka ¢ast’

Najviac pouzivanymi antifungdlnymi zluceninami v praxi su azoly, ktoré delime na zéklade
Struktiry na dve skupiny — imidazoly a triazoly. (Teixeira et al., 2022).

Expozicia N. crassa azolovym zlG¢eninam, ktoré inhibuji biosyntézu ergosterolu, vysledkom
¢oho je poskodenie a zmena membranovych Struktir, méze UCinok azolov sprevadzat’ zvysena
miera oxidaéného stresu vo fungélnych bunkach. Oxidaény stres predstavuje nerovnovahu medzi
tvorbou reaktivnych foriem kyslika (ROS) a kapacitou antioxida¢nych mechanizmov odstranit’
zvySenu hladinu ROS. ZvySena akumulacia ROS v bunkach spésobuje mnohé poskodenia
bunkovych Struktar: dochadza k poskodeniu lipidov, proteinov a nukleovych kyselin, pricom
peroxidacia lipidov je vyznamnym markerom oxida¢ného poskodenia. Poskodenie v désledku ROS
by mohlo prispievat’ k toxickému G¢inku azolov. Miera poskodenia zavisi od schopnosti hib
vysporiadat’ sa s oxidaénym stresom. Ako odpoved’ na zvysSenu tvorbu ROS, bunky reaguji
aktivaciou antioxida¢nych enzymov, ich tlohou je znizit' hladinu ROS a zabezpecit' bunkam
redoxni rovnovahu. Ako marker aktivacie antioxidacnych mechanizmov sa sleduje aktivita
antioxida¢nych enzymov katalazy (CAT) a superoxid dismutazy (SOD), ktoré v bunkach zaistuju
rozklad peroxidu vodika a superoxidu (Gonzalez-Jimenez et al., 2023; Jusuf a Mansour, 2024).

Experimentalna ¢ast’
Ako testované antifungalne zluceniny sa v praci pouzili azoly, ato konkrétne vorikonazol,
flukonazol, ravukonazol a ketokonazol s koncentraciou zodpovedajucou hodnote MIC80. Mycélium

bolo azolovymi zlueninami exponované v exponencialnej faze rastu. Miera oxida¢ného stresu
rodi¢ovského kmena N. crassa azolovymi zliceninami bola sledovana po dvojhodinovej expozicii
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jednotlivym azolom. Tvorba ROS bola vizualizovana fluorescencnou mikroskopiou. Nasledovne
sme paralelne stanovovali aktivity antioxida¢nych enzymov - CAT a SOD, ako aj mieru peroxidacie
lipidov (marker oxida¢ného stresu) po 12 hod pdsobeni azolov.

Vysledky a diskusia

Fluorescen¢nou mikroskopiou sme po dvojhodinovej expozicii azolom zaznamenali len mierny
narast ROS v bunkéach N. crassa. Napriek miernemu narastu ROS, aktivity enzymov CAT a SOD
nevykazovali signifikantné rozdiely v porovnani s kontrolnymi podmienkami. Analogicky trend
sme sledovali stanovenim peroxidécie lipidov, ktorej uroven bola porovnatelnd s podmienkami
v kontrole. Nase vysledky naznacuju, ze kratkodoba expozicia azolom sice indukuje tvorbu ROS,
no ich hladina nie je natol'’ko vysoka, aby prispievali k toxickému Gcinku azolov. Vzhl'adom na
porovnatel'ni Specifickii aktivitu antioxidacnych enzymov amieru peroxidacie lipidov
s kontrolnymi podmienkami, méZeme ususit, Ze pripravenost mycélia celit vyzve oxidacného
stresu je postacujuca na rychle zabezpecenie redoxnej homeostdzy bez nutnosti zvySovanie
enzymovej aktivity CAT a SOD. Nase vysledky poukazujii na schopnost’ buniek tolerovat’ mieru
oxida¢ného stresu spdsobent azolovymi zli¢eninami a na schopnost’ buniek a udrzat’ redoxnu
homeostazu v pritomnosti azolov.

Zaver

Expozicia N. crassa azolom indukuje mierny narast hladiny ROS. Aktivita kataldzy a SOD
zostavaju na urovni kontrolnych podmienok, ¢o je postacujuice na zabezpeCenie redoxnej
homeostazy v bunkach hub. Vysledky naznacujt, Ze bunky dokazu tolerovat’ mierny oxidacny stres
a udrziavat' redoxnu homeostazu bez vyznamného oxida¢ného poskodenia. Predpokladame, ze
uloha zvysenej hladiny ROS v bunkach by mohla predstavovat’ signal pre aktivaciu adaptivnej
odpovede na urovni aktivacie syntézy sfingolipidov, ktoré by mohli zabezpecit kompenzaciu
deplécie ergosterolu v lipidovych raftoch. Uloha sfingolipidov v adaptivnej odpovedi, tak ostava
predmetom d’alsich studii.
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Med je esencialny stopovy prvok, ktory ma zasadny vyznam pre mnohé biologické a biochemické
procesy, najmi pre ¢innost’ enzymov, imunitni odpoved’ a bunkovy metabolizmus. Okrem svojho
dlhodobého priemyselného vyuzitia nachadza med’ uplatnenie aj v medicine, predovSetkym vd’aka
svojim antimikrobidlnym a redoxnym vlastnostiam [3].

Kym v minulosti sa med” vyuzivala najmé pri liecbe infekénych ochoreni, suc¢asny vyskum sa
sustred’'uje na jej SirSie terapeutické moznosti. V modernej medicine sa uplatituje hlavne pre svoje
antimikrobidlne u¢inky a potencial v liecbe portch suvisiacich s narusenou homeostazou medi,
vratane vyvoja novych protinadorovych lieciv [2].

V biologickych systémoch med’ asto interaguje s aminokyselinami, ako st cystein, metionin a
histidin, moze interagovat’ aj s nukleovymi kyselinami. I6ny Cu** mo6zu v bunkach reagovat’ s
glutationom a vytvarat Cu’ komplexy, ktoré¢ sa liSia chemickymi vlastnostami aj biologickou
aktivitou. Okrem toho mézu Cu** idny reagovat’ s peroxidom vodika za vzniku hydroxylovych a
hydroperoxidovych radikalov. Tieto reaktivne formy kyslika vyvolavaju oxida¢ny stres, ktory moze
viest’ k poskodeniu biomolekul, vratane DNA, proteinov a lipidov [1].

V naSej praci sme sa venovali hodnoteniu inhibi¢nych uc¢inkov novo syntetizovanych komplexov
medi na rast vlaknitych hub A. alternata, M. gypseum, R. oryzae a baktérii E. coli a S. aureus.
VyraznejSia antifungélna aktivita bola pozorovana pri komplexoch obsahujucich 1,10-fenantrolin,
Vyznamnu antifungalnu aktivitu preukazal aj samotny 1,10-fenantrolin. Antibakterialne Gc¢inky voci
grampozitivnym aj gramnegativnym baktériam preukazali oba typy testovanych komplexov.
Komplexy Cu?* s ligandmi 1,10-fenantrolin aj 2,2-bipyridin preukazali vyznamni antibakterialnu
aktivitu. Ziskané vysledky naznacuju potencial med’natych komplexov ako perspektivnych
kandidatov pre d’alsi vyskum v oblasti vyvoja novych antimikrobialnych latok.
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Zvapenatenie v¢elieho plodu je ochorenie mykotického povodu, ktoré spdsobuje ascomycetna
huba Ascophaera apis. NajCastejSie sa dostdva do vcelstiev prostrednictvom potravy. Spory
Ascophaera apis kli¢ia v traviacom trakte lariev véiel, prerastaju stenu traviaceho traktu a svojim
mycéliom vyplnia celi telova dutinu lariev, ¢im dochadza k mumifikacii a (thynu lariev vdiel.
Zvéapenatenie véelicho plodu sa v praxi zatial’ nelie¢i, aviak Statna veterinirna a potravinova sprava
Slovenskej republiky odporti¢a premiestnit’ véelstva na suché a svetlejSie miesta, popripade spalit’
plasty s infikovanym plodom (Statna veterindrna a potravinova sprava SR, 2024). Nasim cielom bolo
najst’ prostriedok, ktory by pomohol pri lie¢be zvapenatenia vcelieho plodu. Zamerali sme sa na
moznost’ vyuzit’ antifungalnu aktivitu tymolu.

Tymol sa vyuziva vo v¢elarstve na lieCbu nozematdzi — ochorenie sposobujiice Nosema apis,
alebo na dezinsekciu, respektive prelieéenie proti kliestikovi véeliemu Varroa destructor (Statna
veterindrna a potravinova sprava SR, 2024). Do vcelstiev sa aplikuje prostrednictvom
cukromedovych ciest alebo Specialnych gélov. V nasej praci sme sa rozhodli okrem Cistej latky
tymolu, overit' antifungalnu G¢innost’ tinktur pripravenych z lieivych bylin, kde je deklarovany
obsah tymolu ako sucast’ esencidlneho oleja. Antifungalnu ucinnost’ tinktir sme porovnali
s tc¢innost'ou tymolu.

Experimentalna ¢ast’

Izolaty A. apis sme izolovali priamo z uhynutych lariev véiel v plodisku a sita ula. Cisté kultary
dvoch morfologicky podobnych fungéalnych izolatov (AA a AB) sme typizovali na zaklade
molekularno-biologickych metdéd pomocou ITS sekvencii. Makrodiluénou metédou sme stanovili
citlivost’ fungalnych izolatov na tymol a tinktary ziskané z lie¢ivych bylin. Tinktary sme pripravili
maceraciou liecivych bylin v etanole (4g bylin na 50 ml etanolu). Analyza zloZenia esencidlnych
olejov sa realizovala metodou GC-MS.

Vysledky a diskusia

1zolat vlaknitej huby ziskany zo zvapenateného vcelieho plodu sme identifikovali ako Ascophaera
apis na zaklade 99,7% podobnosti amplifikovanej ITS svekvencie so sekvenciou uloZenou
v GeneBank. Dilu¢nou metédou sme stanovili citlivost’ fungalneho patogénu na tymol, pricom
vysledky poukazali na vyznamnt antifungalnu aktivitu no v pritomnosti tymolu s vysSSou
koncentraciou v zivnom médiu. Parcialnu inhibiciu rastu sme stanovili na zaklade hodnot IC50 = 50
pg.ml . Vyssie koncentracie tymolu (>100 pg.ml™') uz predstavuju hrani¢né toxické koncentréacie pre
véelstva (Glavini¢, 2023), preto sme sa zamerali na moznost’ inhibicie 4. apis prostrednictvom tinktar
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ziskanych z lie¢ivych rastlin, kde by koncentracia tymolu dosiahla nizSie hodnoty. Antifungalnu
aktivitu tinktar sme nepotvrdili. Dovodom bol nizky obsah tc¢innej zlozky v tinkturach. Pritomnost’
tymolu sa zaznamenala v tinkturach dusky tymianovej Thymus vulgaris L., Lamiaceae (168,331
pg.ml?), pamajoranu obyéajného Origanum vulgare L (2,646 nug.ml'), dasky materinej Thymus
serpyllum L. (2,599 pg.ml™') a rozmarinu lekarskeho Rosmarinus officinalis L. (1,966 pg.ml™).

Zaver

Na zaklade naSich poznatkov o inhibi¢nej koncentracii tymolu pre Ascophaera apis, a
genotoxicite tymolu pre vCely sme vybrali nenarocne rastliny, najma liecivé byliny, ktorych obsah
tymolu v nadzemnej cCasti rastliny nie je vy$si ako 65 %. Do d’al§ich experimentov planujeme
pripravit’ tinktiry z rozmarinu lekarskeho Rosmarinus officinalis L., dasky materinej Thymus
serpyllum L., dosky tymianovej Thymus vulgaris L., Lamiaceae alebo pamajoranu obycajného
Origanum vulgare L., predizit maceraciu rastlin, aby sa dosiahla vy3§ia koncentracia uginnej zlozky.
V praxi by aplikacia mohla spocivat’ v umiestneni drievka napusteného ucinnou latkou do Gl'a. Aj
ked’ u¢inna zlozka nedosiahne koncentraciu, ktora zabezpec¢i 100 % inhibiciu rastu patogénu, jej
parcialny inhibiény 0¢inok by mohol byt postacujuci aby prispel k zniZzeniu vyskytu a Sireniu
ochorenia.
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Uvod

Staphylococcus aureus je jednou z hlavnych pri¢in alimentarnych intoxikacii na celom svete,
z doévodu produkcie tepelne stabilnych exterotoxinov (SEs) [1]. Na vyvolanie akutnej alimentarnej
intoxikacie postacuje vel'mi mala davka SEs (20-100 ng), ¢o z nich robi vaznu hrozbu pre zdravie
spotrebitelov [2]. Produkcia SEs bola preukazana nielen u koagulazopozitivnych stafylokokov
(CoPS), ale aj u koagulazonegativnych kmenov (CoNS). Vécsina publikovanych $tidii sa zameriava
len na detekciu S. aureus, hoci iné stafylokoky, vratane CoNS, su CastejSie pritomné v potravinach
ako CoPS. Napriek tymto poznatkom monitorovanie pritomnosti CoNS v potravinach nie je stiCast'ou
poziadaviek Nariadenia Komisie (ES) ¢. 1441/2007 [3].

V stcasnosti sa na detekciu SEs v potravinach najCastejSie vyuzivaji metddy zalozené na
enzymovej imunoanalyze, ktoré umoziuju rychlu avysoko citlivii identifikdciu produkcie
enterotoxinov typu A-E vroznych potravinovych matriciach. Napriek svojej presnosti
a jednoduchosti sa pri nizkych koncentraciach toxinov odporuca potvrdenie vysledkov metdédami
zalozenymi na inom technologickom principe [4].

Dal§im vyznamnym problémom je rezistencia vodi antibiotikim u S. aureus, ktora predstavuje
riziko pre zdravie spotrebitelov. Rezistentné a najmd meticilin-rezistentné kmene (MRSA) sa
vyskytuju naprie¢ celym potravinovym retazcom vratane rastlinnych vyrobkov. Gény mecA4 a mecC,
spostredkujuce rezistenciu vo¢i meticilinu, sa mozu §irit’ medzi mikroorganizmami, o robi potraviny
potencialnym rezervoarom génov rezistencie a to zddraziuje potrebu dosledného monitorovnia [5].

Z uvedenych dovodov bolo cielom prace komplexne charakterizovat potravinové izolaty
z hladiska produkcie enterotoxinov, rezistencie voci antibiotikdm, tvorby biofilmu a tym prispiet’
k pochopeniu potencialneho rizika pre bezpecnost’ potravin.

Experimentalna ¢ast’

V praci sme analyzovali 32 izolatov stafylokokov pochadzajucich z veganskych
potravinovych vyrobkov. Identifikdciu izolatov a stanovenie pritomnosti delta-toxinu sme realizovali
pomocou hmotnostnej spektrometrie (MALDI-TOF). Profil antibiotickej citlivosti sme stanovili
mikrodiluénou metddou, pri¢om hraniéné hodnoty rezistencie boli porovnavané s hodnotami danymi
vyborom EUCAST. U vybranych izolatov sme stanovovali produkciu SEs typu A-E pomocou
enzymovej imunoanalyzy na pevnej faze (ELISA). Detekciu génov kodujucich produkciu SEs (se-),
termostabilnii nukledzu (nuc) a rezistenciu vo¢i meticilinu (mec-) sme realizovali PCR metodou
s naslednym vyhodnotenim gélovou elektroforézou. Intenzitu produkcie biofilmu sme testovali
v mikrotitraénych platnickach s pouzitim krystalovej violete. Stanovenie nadprodukcie efluxnych
pump sme realizovali v mikrotitracnych platnickach metddou s etidium bromidom (EtBr), pricom
miera efluxu resp. akumulacie EtBr bola uréena na zaklade poklesu resp. narastu fluorescencie v Case.
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Sucast’'ou prace bola aj optimalizacia metodiky detekcie SEs pomocou vysokoucinnej kvapalinove;j
chromatografie (HPLC) a MALDI-TOF.

Vysledky:

Pomocou MALDI-TOF sme celkovo identifikovali 8 druhov rodu Staphylococcus, z ktorych mal
majoritné zastlipenie S. aureus (53 %), zvySnych 47 % izolatov patrilo do skupiny CoNS. Pritomnost’
nuc génu, ktory sa pouziva ako marker na identifikaciu druhu S. aureus, sme potvrdili u 93 % CoNS
izolatov, ¢o naznacuje, ze jeho pritomnost’ nemusi byt Gplne spol'ahlivym identifikaénym znakom.
Aktivitu agr sytému, riadiaceho produkciu virulentnych faktorov vratane SEs, sme potvrdili
detekciou delta-toxinu, ktory bol pritomny u 94 % izolatov S. aureus. Pomocou PCR metddy sme
u 59 % izolatov potvrdili pritomnost’ aspon jedného génu kodujiceho produkciu SE typu A-E, pricom
26 % izolatov patrilo medzi CoNS. NajcastejSie detegovanym se- génom bol sec, ktory sme
zaznamenali u 34 % izolatov, priCom vsetky boli identifikované ako S. aureus. U 27 % izolatov
CoNS bol detegovany gén sea, ktory je najcastejSie detegovanym se- génom medzi l'udskymi
kmenmi. U 17 ndhodne vybranych izolatov sme sa zamerali aj na stanovenie produkcie SE pomocou
ELISA met6dy. Produkcia SE bola potvrdena u 71 % danych izolatov, z ¢oho 23 % predstavovalo
CoNS. Pri stanovovani profilu citlivosti sme najcastejsie detegovali rezistenciu voci penicilinu 56 %,
erytromycinu 62 % a ciprofloxacinu 53 %. Multirezistenciu sme stanovili u 14 izolatov, priCom
takmer polovicu (48 %) predstavovali izolaty S. aureus. Na fenotypovej Girovni sme rezistenciu voci
meticilinu nepozorovali, napriek tomu sme u 84 % izolatov detegovali gény mecA a mecC. V pripade
stanovenia naprodukcie efluxnych pimp malo takmer 40 % izolatov vyznamne zniZenu citlivost’ na
EtBr (IC50 > 10 pg/ml). Pri stanoveni produkcie biofilmu, sme 78 % izolatov zaradili do skupiny
vel'mi silnych producentov a zvysnych 22 % patrilo do skupiny silnych producentov biofilmu.

Zaver:

V poslednej dobe veganske vyrobky naberajii na popularite a atraktivite. V nasSej praci sme sa
zamerali na charakterizaciu izolatov rodu Staphylococcus, ziskanych z veganskych vyrobkov,
z pohl'adu produkcie SE a rezistencie voci antibiotikdm. Napriek tomu, Ze sa v stucasnosti platna
legislativa zameriava len na stanovenie produkcie SEs u S. aureus, nase vysledky potvrdili, Ze aj
CoNS su schopné produkcie SEs a tym mozu prispievat’ k alimentarnym intoxikaciam. Znepokojenie
moéze vyvolat' aj rezistencia pripadne multirezistencia medzi charakterizovanymi izolatmi.
Nadprodukcia efluxnych pimp ako aj pritomnost’ génov mecA a mecC moze viest k zvySenej
rezistencii vratane rezistencie vo¢i meticilinu. ZvySena produkcia biofilmu u vic8iny izolatov tiez
prispieva k zvySeniu rizika, pretoze chrani baktérie a podporuje ich odolnost' a prezitie. NaSe
vysledky nam potvrdzujii nutnost’ spravnej manipuldcie s potravinami s cielom znizenia rizika
vyskytu alimentarnych intoxikacii spésobenych SEs.
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Uvod

V poslednych rokoch bolo zaznamenanych viacero pripadov alimentarnych ochoreni spojenych s
konzumaciou alebo ochutndvanim surovej muky a cesta, sposobenych najmé baktériami rodu
Salmonella a Escherichia [1,2]. Hoci sa muka tradi¢ne povazuje za produkt, ktory z dévodu nizke;j
aktivity vody neposkytuje vhodné podmienky pre rast a prezivanie mikroorganizmov, vyskumy a
epidemiologické udaje preukdzali, Ze suché prostredie nezarucuje mikrobidlnu bezpecnost[3].

Patogény mézu muku kontaminovat’ uz pocas zberu plodin, prepravy, mletia alebo manipulacie
so surovinou a dokazu v nej prezivat niekolko mesiacov [4]. Epidemiologické udaje z USA
poukazuju na pripady alimentarnych infekcii z dovodu konzumacie miénych vyrobkov. Ochorenia
boli vyvolané pritomnostou salmonely a E. coli a viedli k desiatkam hospitalizacii a
naslednému stiahnutiu kontaminovanych muk z trhu [5,6].

V poslednej dobe st ¢oraz popularnejSie nahrady muky v podobe rastlinnych praskov, ktoré
konzumenti vyhladavaju nielen zo zdravotnych dévodov. Tieto produkty moézu byt tiez
kontaminované mikroorganizmami a ich mikrobiologicka kvalita je asto nedostatocne monitorovana
[8].

Okrem bakterialnych patogénov sa v mikach mozu vyskytovat’ aj kvasinky a vlaknité huby.
Pritomnost’ baktérii rezistentnych voci antibiotikdm moze predstavovat’ d’alSie nebezpecenstvo pre
spotrebitela, z dovodu potencialneho prenosu génov sprostredkujicich rezistenciu do 'udskej ¢revnej
mikrobioty [7].

Z uvedenych dovodov bolo ciel'om prace zhodnotit’ mikrobiologicku kvalitu réznych druhov miik
a rastlinnych praskov dostupnych na slovenskom trhu, detegovat’ pritomnost potencidlne
patogénnych mikroorganizmov ako aj baktérii rezistentnych voci antibiotikam. Ziskané vysledky
mozu sluzit’ na hodnotenie mikrobiologického rizika spojeného s konzumaciou tychto produktov.

Experimentalna ¢ast’

V préci sme analyzovali 24 vzoriek — 12 pSeni¢nych muk a 12 rastlinnych praskov dostupnych na
slovenskom trhu. Mikrobiologicku kvalitu mik sme hodnotili na zaklade stanovenia celkového poctu
mikroorganizmov na neselektivnom GTK agare a kvasiniek a vlaknitych hub (KaVH) na selektivnom
GKCH agare. Zamerali sme sa aj na stanovenie pritomnosti stafylokokov (STAF) a indikatorovych
skupin mikroorganizmov ako st koliformné baktérie (KFB) a enterokoky (ENT). Na detekciu sme
pouzivali selektivne agarové média Manitol Salt agar na detekciu STAF, Chromocult Coliform agar
pri stanoveni KFB a Slanetz-Bartley agar pri ENT. Pritomnost’ rezistentnych baktérii sme stanovovali
na agarovych médiach s pridavkom antibiotik, ktorych koncentrdcia bola zvolend na zéklade
europskych (EUCAST) noriem. V pripade KFB sme pouzivali antibiotika ampicilin (AMP),
ciprofloxacin (CIP), gentamicin (GEN), chloramfenikol (CHF) a tetracyklin (TET). V pripade
detekcie rezistentnych ENT sme aplikovali antibiotika AMP, CIP, GEN a Vankomycin (VAN). Na
stanovenie pritomnosti rezistentnych STAF sme pouzili antibiotikd penicilin (PEN), erytromycin
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(ERY), CIP, GEN, VAN a TET. Identifikacia rezistentnych izolatov bola realizovana pomocou
hmotnostnej spektrometrie MALDI-TOF.

Vysledky

Analyza 24 vzoriek (12 pSeniénych muk a 12 rastlinnych praskov) preukazala, ze vicSina
testovanych produktov spifala poziadavky na mikrobiologickli kvalitu. Najvyssi celkovy pocet
mikroorganizmov bol zisteny vo vzorkach celozrnnej raznej muky (3,71 log KTJ/g), bandnovom
zaznamenané v prazenom lieskovoorieskovom prasku (<1,48 log KTJ/g) a semolinovej muke (<1,48
log KTJ/g). Koliformné baktérie boli pritomné v 42 % vzoriek obilninovych muk a 33 % rastlinnych
praskov, stafylokoky v 33 % vzoriek rastlinnych praskov a enterokoky v 8 % vzoriek rastlinnych
praskov. Vyssi vyskyt koliformnych baktérii bol zaznamenany v obilninovych mukach, naopak
pritomnost’ stafylokokov a enterokokov sme detegovali v rastlinnych praskoch. Pomocou MALDI-
TOF bolo identifikovanych 40 bakterialnych izolatov, z toho 73 % predstavovali KFB, 15 % ENT
a 12 % STAF. Izolované koliformné baktérie patrili najcastejSie k rodom Enterobacter (69 %) a
Klebsiella (28 %), pricom ojedinele sa vyskytli aj druhy Escherichia coli (3 %). Zo stafylokokov boli
identifikované prevazne koaguldzonegativne druhy ako Staphylococcus xylosus (20 %)
a Staphylococcus succinus (80 %), zatial’ ¢o enterokoky boli zastipené druhmi Enterococcus faecium
(33 %), Enterococcus mundti (50 %) a Enterococcus gallinarium (17 %). U koliformnych baktérii
bola najcastejsie detegovana rezistencia vo¢i AMP (50 %), GEN (25 %) a TET (8 %), pricom u ENT
bola rezistencia pozorovana len vo¢i GEN.

Zaver

Ziskané vysledky potvrdili vyskyt mikroorganizmov aj v produktoch s nizkou aktivitou vody, ¢o
poukazuje na to, ze tieto potraviny nemozno povazovat za mikrobiologicky bezrizikové. Nase
zistenia zaroven zddraznuju potrebu pravidelného monitorovania mikrobiologickej kvality mik a
rastlinnych praskov, vratane sledovania vyskytu baktérii rezistentnych voci antibiotikdm. Takyto
dohlad je dolezity na zabezpecenie bezpecnosti potravin, minimalizaciu zdravotnych rizik a zvysenie
povedomia spotrebitel'ov o nutnosti dodrziavat’ zasady spravnej manipulacie a tepelnej upravy tychto
produktov.
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Myrozinaza (tioglukozid glukohydrolaza) je Specificky enzym patriaci do triedy S-glykozidaz,
ktory sa vyskytuje najméd v bezne dostupnych rastlinach ¢elade Brassicaceae (kapustovité) [1].
Spolo¢ne so svojim Sirokym spektrom substratov vytvara prirodzeny obranny mechanizmus rastlin
proti §kodcom. Ulohou myrozindzy v tomto systéme je Stiepenie glukozinolatov (GSL) — sirnych
sekundarnych metabolitov, ktoré st za beznych podmienok chemicky stabilné a neaktivne.
Myrozindza katalyzuje ich hydrolytické Stiepenie, ¢im vznikaju vysoko reaktivne produkty s
vyznamnou obrannou funkciou [2]. Medzi najvyznamnejSie glukozinolaty patria izotiokyanaty,
nitrily, tiokyanaty ¢i epitionitily. Zname s svojimi protirakovinovymi, antimikrobialnymi a
antioxida¢nymi ucinkami, ¢im poskytuji Siroké uplatnenie, ¢i uz v medicine pri protinadorovej a
preventivnej liecbe, alebo v pol'nohospodarstve ako biopesticid [3]. Najznamej$im produktom
Stiepenia je bioaktivna latka sulforafan, vznikajuca z alifatického GSL glukorafaninu, o ktorej je
zname mnozstvo vedeckych dokazov potvrdzujucich jej antioxidaéné, protizapalové a
protirakovinové u¢inky na rdzne typy buniek a tkaniv [1,3].

Hlavny cielom prace bola izolacia myrozinazy z rastliny vesnovka obycCajna. Samotny proces
Cistenia enzymu z rastlinnych listov sa uskuto¢nil v niekol’kych krokoch. Po prvotnej dezintegracii
rastlinnych pletiv sa vzorka ocistila pomocou cierneho aktivneho uhlia. Po jej koncentrovani
prostrednictvom ultrafiltracie sa vyuzili chromatografické metody. Ako prva sa uskutocnila gélova
filtradcia na Sephadex G-100. Frakcie, v ktorych bola detegovand myrozindzova aktivita sa d’alej
purifikovali prostrednictvom afinitnej chromatografie na kolone s imobilizovanym konkanavalinom
A. Tento purifikacny proces izolacie priniesol 49,7 % vytazok enzymu s purifikatnym faktorom
285. Sucasne sa vykonala aj ¢iasto¢na charakterizacia myrozinazy. Vysledky sledovania optimalnej
hodnoty pH naznacuju pritomnost’ dvoch izoenzymov, a to pri dvoch vyrazne rozdielnych pH.
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Uvod

V stcasnosti litium zaznamenava vyrazny dopyt najma pre jeho klI'ai¢ovi tlohu pri vyrobe Li-ion
batérii pre elektromobily a systémy akumulacie energie z obnoviteI'nych zdrojov. Nakolko prirodné
zdroje litia nie su neobmedzené, velké usilie je venované prave skumaniu a vyvoju réznych metdd
a technologii pre jeho opédtovné ziskavanie z r6znych odpadovych materialov, resp. materialovych
pradov, akymi st napriklad odpadové vody vznikajuce pri vyrobe Li-ion batérii. Ako jedna
z perspektivnych metdd ekologickej obnovy litia sa javi membranova krystalizacia s vyuzitim
Donnanovej dialyzy [1]. Princip tejto metddy spociva v konverzii litnych iénov z odpadovej vody
obsahujiicej najmd litne kationy a chloridové anidny, na uhli¢itan litny za predpokladu,
ze ibnovymennou membranou budu prechadzat’ iba chloridové i6ny zo suroviny a uhli¢itanové iony
z roztoku uhli¢itanu sodného na druhej strane membrany. Za vhodnych podmienok potom méze
litium z roztoku krystalizovat’ vo forme uhli¢itanu litneho.

Integracia poznatkov od chemickych rovnovéah cez opis vlastnosti roztokov elektrolytov [2],
az po modelovanie transportu i6nov cez idnovymenni membranu je kIicova pre kvalitny opis
procesu ziskavania litia zo solnych roztokov. Pri volbe vhodnych okrajovych a pociatoénych
podmienok, suvazenim podmienky elektroneutrality avztahov chemickej rovnovahy
sa matematické modelovanie stava silnym prostriedkom pre ziskanie opisu spravania systému
so zmenou réznych parametrov bez potreby vykonania experimentu.
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Obr. 1 Schematické znazornenie Donnanovej dialyzy s anionvymennou membranou [3].
Vysledky

Ciel'om tejto prace bolo zostavit’ a aplikovat’ matematicky model pre opis transportu kl'ic¢ovych
i6nov cez anionvymenntt membranu s ohl'adom na acidobazické rovnovahy v pracovnych roztokoch.
Za celom opisu transportu i6nov sa pouzila Nernst—Planckova rovnica [4]. Simuldcia procesu
Donnanovej dialyzy s vyuzitim zostaveného matematického modelu bola vykonana v prostredi
programu Matlab pre rdzne pociatocné koncentracie pracovnych roztokov na okrajoch
aniénvymennej membrany, a pre jej meniace sa parametre.
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Obr. 2 Koncentraéné profily ionov v roztokoch na okrajoch membrany pre rozne pociatoéné podmienky: IC1 —
koncentracia LiCl v roztoku I (1-103 mol m™) a koncentracia Na,COj3 v roztoku II (1-10° mol m™), IC2 —
koncentracia Na;COj3 v roztoku I1 (2-10° mol m3).

Zaver

Zostaveny matematicky model poskytuje do uritej miery zjednoduSeny pohl’ad na dany systém
a poukazuje na mnozstvo dalSich faktorov, ktorymi je vhodné sa zaoberat’ v d’alSich Stadiach.
Moznosti rozsirenia matematického modelu za ucelom skvalitnenia teoretického opisu procesu
Donnanovej dialyzy sa ponuka niekol’ko. Vychadzajuc z prijatych predpokladov pri odvodeni nasho
matematického modelu sa mozno v d’alSom §tidiu zamerat’ na opis transportu i6nov v laminarne;j
vrstve v okoli membrany, ako aj na opis transportu d’alSich iénov pritomnych v pracovnych
roztokoch. Teplota hra kl'a¢ovt tilohu v naslednom procese krystalizacie uhli¢itanu litneho. Okrem
toho sa vplyv teploty vyznamne prejavuje ina transportnych javoch a chemickych rovnovahach,
¢o otvara moznosti d’alSieho rozsirenia tejto Studie.
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Introduction

Combined heat and power (CHP) based on reciprocating internal combustion engines is a widely
deployed technology for self-generation of power. The integration of a third product stream, such as
chilled water produced by an absorption chiller fired by engine waste heat upgrades CHP to
trigeneration.

The reciprocating engine offers high electrical efficiency in the power range, partial-load
flexibility, and good dynamic response, while its exhaust gas and engine cooling water heat constitute
a stable source to drive a single-effect absorption chiller. The technical feasibility and economic
performance of such trigeneration systems are given by the temperature levels of recovered heat, the
matching between engine operating regime and time-varying loads, and the achievable coefficient of
performance of the absorption cycle. This contribution analyzes the thermal integration of a
representative gas engine CHP with domestic hot-water supply and an absorption chiller, quantifies
the achievable cooling output and total system efficiency, and discusses the influence of driving-water
temperature constraints and seasonal operation on overall performance [1].

Used methods

Firstly, power, heat and cooling demands in the studied plant were analyzed. Currently, the plant
generates a part of its electric supply via PV and purchases the rest from the grid. Cooling is done on
water-cooled compression chillers. Next, an optimal power output of the cogeneration unit was
selected based on the duration curves of power, heat, and cooling demand. Supplying the entire heat
demand of the plant was deemed economically unjustified from a total cost of ownership perspective.
Instead, the unit was sized to cover only the heat demand associated with make-up water preheating
for the plant’s steam boilers, which can be effectively supplied using engine cooling heat. The
temperature level of this heat makes it unusable for absorption chiller driving. Currently, the make-
up water is preheated to 100 °C using heat from a power plant. Preheating to this temperature is not
possible because of the primary cooling cycle temperature of 90/70 °C, which means that part of the
flue gas heat has to also be utilized for water preheating, and a part of the engine heat will remain
unutilized.

For this reason, three different configurations were analyzed. First two configurations were
created with a chiller that is directly heated with the engine’s flue gas. Directly heated absorption
chillers generally have a higher COP (1.2-1.4), compared to indirectly heated chillers utilizing water
at temperature levels around 95-110 °C (0.6-0.8) [2]. In all configurations, water is preheated in the
engine cooling cycle from 45 to 85 °C. Then, in configuration 1 (Figure 1a), the water is heated to 100
°C using heat from the flue gas before it is used for absorption chiller driving. Configuration 2 (Figure
1b) focuses on maximizing cooling power, so the water is preheated using the flue gas that exits the
absorption chiller. Based on available data sheets, the chiller outlet temperature of the flue gas was
set to 170 °C. In configuration 3 (Figure Ic), the flue gas was used to heat a water cycle that drives
the absorption chiller, allowing for higher heat utilization, but a for a price of a lower COP.
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Figure la - Configuration 1 Figure 1b — Configuration 2 Figure 1c— Configuration 3

Table 1 - Overview of selected results

Configuration 1 Configuration 2 Configuration 3

Power generation [kW] 453 453 453
Useful heat [kW] 283 306 306

Cooling power [kW] 280 216 165
Unused engine heat [kW] 60 60 60
Flue gas stack temperature [°C] 96 170 85

Combined cycle efficiency [%] 83.5 79.9 63.4
Preheated water temperature [°C] 95 100 100
Heat rejected [kW] 400 307 400

The results in Table 1 show, that even though in configuration 3 the flue gas exits the system at
the lowest temperature, the combined cycle efficiency is the lowest. This is because the low efficiency
of the absorption chiller itself, which also results in a high amount of rejected heat per unit of cooling
power.

Configuration 1 provides the highest cooling power and overall cycle efficiency at the price of
lower make-up water temperature, which results in higher fuel consumption in the plant boilers. The
optimal configuration and feasibility of it is subject to economic analysis, which will be studied
further.
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Introduction

Ammonia is one of the most important industrial chemicals. Annual global production exceeds
more than 250 million metric tons per annum, with the majority used in the manufacture of nitrogen
fertilizers such as ammonium nitrate and urea. Because the equilibrium boiling temperature of
ammonia at atmospheric pressure is -33°C, it is used as a refrigerant or as a feedstock for the synthesis
of numerous organic compounds. However, at atmospheric pressure ammonia is a gas, which makes
it very difficult to store. To prevent the tank (system) from being over pressured, the vapor phase of
NH3 is continuously withdrawn from the tank by a compressor. Storage tank for such substance must
be properly designed, manufactured, installed, and tested in accordance with generally accepted
standards. Due to the low boiling temperature, tanks for liquid ammonia are raised from the ground,
because the ground would transfer heat to the bottom of the tank, which would heat the ammonia and
cause it to evaporate. It should also be well insulated to minimize heat ingress [1, 2, 3].

In industrial practice, for long-term storage, it is better to store at -33°C and atmospheric pressure.
A certain fraction of the product inevitably evaporates, and this evaporation must be taken into
account in material and heat balance calculations. Engineering models of storage and phase removal
are used to properly design and operate such systems [2].

Methods

In the present work, a model of a pressured ammonia storage tank is considered. The input data
includes the feed of ammonia to the tank, the initial level of liquid ammonia, and the mass of liquid
ammonia withdrawn. The pressure is kept at a constant value of 2.5 kPa (g). Based on the heat and
material balance of the system, the evaporation rates and gas outflow are determined [3]. The model
was prepared in Excel. The calculation included heat transfer from all sides of the tank (including
insulation). The model solved two possible scenarios:

1. No liquid feeds the tank.

In this case, the calculation determined what fraction of the ammonia evaporates, and by what
percentage does the level of liquid decrease when the pressure is increased by 1 kPa (from 2.5 kPa(g)
to 3.5 kPa(g)). This part of the model was also solved in reverse. The pressure rise was estimated
assuming that ammonia vapor was not released at all from the tank.

2. Dynamic case with liquid inflow.

In this scenario, liquid ammonia is coming in (the pressure and temperature will be constant). The
model calculates the required gas vent rate needed to maintain constant pressure. Calculating has
principle, that the higher the liquid level, the greater the evaporation rate (due to a larger heat
exchange surface), which means the evaporation rate of the liquid depends on the liquid level in the
tank.

Both of this part are illustrated in Figure 1.A and in Figure
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Results

The second case of this model was calculated based on material balances of vapor and liquid
phases in the tank. The ammonia inflow into the tank is continuous and stable at 60.000 kg/h (Volume
of tank is 31105.2 m?*). With such an inflow and smaller liquid outflow, the level in the tank increases,
so increases the heat exchange surface, and at constant conditions applied to the tank (ambient
temperature), ammonia evaporation will increase too. If the liquid ammonia withdrawn is higher than
the inflow, then the level in the tank decreases, which reduces the heat exchange surface and reduces
the evaporation itself (ammonia evaporates to cool itself). By lowering the level, the volume above
the surface also increases and therefore the amount of gaseous ammonia that needs to be withdrawn
from the tank decreases. Result of this describing is illustrated in plot in Figure 2.

—Dependence of removed NH3(g) on removed NH3(L)
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— Dependence of level height on discharge of NH3(L)

10000
9500

9000

m,G out [kg]
I
o
Liquid Level, [m]

8500

8000
4.7

7500 45

0 20000 40000 60000 80000 100000 120000
m,L out [kg]
Figure 2. Dependence of discharge NH3(g) and level height on discharge of NH3(1)

The blue curve refers to ammonia gas, which must be removed from the tank to prevent it from
becoming over pressured. And the orange curve refers to dynamic level height of liquid ammonia.
Since ammonia is required year — round, the calculation was based on an annual storage. The
ambient temperature profile over the year 2024 was used as input to the model to capture the effect
of seasonal variations.
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Obrazok 1. Schéma reaktora.
V dolnej casti vzduch je
nasavany ventilatorom (1).
Dalej vzduch je ohrievany
Spiralou (2) na prevadzkovii
teplotu. Prud vzduchu
zabezpecuje fluidizdciu a
ohrev zrn kukurice ktoré po
vypuknuti uletujii von z telesa
reaktora (3)
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Vysvetlit' podstatu chemického inZinierstva byva naro¢né aj pre
Pudi posobiacich v tejto sfére. Tento projekt ma za ulohu objasnit
principy chemického inZinierstva na nazornom priklade: navrhu reaktora
na vyrobu pukancov. Cielom je predstavit komplexné inzinierske
procesy v jednoduchej a zrozumitelnej forme, ktora bude pristupna
nielen zaujemcom o §tidium tohto odboru, ale aj Sirokej verejnosti.

Prvym bodom navrhu je literarna resers, z ktorej sa uréuje proces
vyroby. Vyrobu a separiciu dokdzeme spojit’ v jednom zariadeni —
reaktore s fluidnym 1l6zkom. Tento typ reaktora bol vybrany pre
jednoduchost’ ohrevu kukurice a efektivnu separaciu pukancov na
zdklade ich odlisnej plochy'. Z reSerSe boli stanovené aj kltdové
prevadzkové podmienky: teplota a prietok vzduchu?. Na obrazku mozno
vidiet’ schému a popis navrhnutého zariadenia.

Daliim krokom je navrh experimentov na urenie zavislosti
medzi tymito parametrami. Typickou ulohou chemického inziniera je
nasledné spracovanie a analyza dat, ktoré sluzia ako zaklad pre
vytvorenie matematického modelu.

Matematicky model umoziuje simulovat’ rozliéné procesné
podmienky, ako napriklad zmena teploty vzduchu pri zmene vykonu
ohrevu, prietoku vzduchu, priemeru rury, a hlavne poznat' dynamicka
odozvu vyroby (reaktora) na zmenu tychto podmienok.

Vysledkom prace je univerzalna, nazorna a jednoducha pomdcka,
ktora spaja prestup tepla, tok tekutin, matematické modelovanie a mnoho
inych zékladnych principov tvoriacich podstatu chemického inzinierstva.
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Uvod

Dynamicky rast svetovej produkcie polypropylénu, presahujici 90 milionov ton propylénu
ro¢ne, spdsobuje vyrazné kapacitné zatazenie existujicich separacnych jednotiek na separaciu C3-
frakcie (C3 kolona) [1]. Konvenéné C3 kolony su energeticky mimoriadne naro¢né a zaroven casto
predstavuju hlavné obmedzenie v procesnych linkach vyroby propylénu [2]. Hoci hybridné systémy
zalozené na kombinacii membranovej separacie a destilacie preukazali vyznamny potencial znizovania
energetickej spotreby, ich vplyv na prevadzkovi flexibilitu a moznosti ,debottleneckingu” v
existujucich zariadeniach ostdva nedostatoéne preskimany. Predkladana Stidia sa zameriava na
numerickd analyzu a hodnotenie u€innosti integracie membranovej jednotky a konfiguracie s dvoma
nastrekmi (Obr. 1) do prevadzkovanych C3 kolon s cielom zvysit kapacitu a znizit' Specificku
energeticku spotrebu bez potreby zdsadnych investicnych zasahov.

Permeat

Membranovy
modul

Retentat

Obr. 1: Membranova jednotka s dvojnastrekovov konfiguraciou C3 kolony.

Metodika

Modelovanie bolo realizované v softvéri Aspen Plus V14 a MATLAB pre dve konfiguracie C3
kolony. Nizkotlakovy variant (11 bar) s tepelnym cerpadlom a vysokotlakovy variant (20 bar) so
standardnym konvenénym sposobom [3,4].

Pre model bola pouzita Stvorzlozkova surovina s prietokom 10,32 t/h a obsahom 82,1 mol %
propylénu [5]. Termodynamicky model Peng-Robinson bol po analyze stanoveny ako vhodny.
Optimalizacia bola zalozena na minimalizacii celkovych ro¢nych nakladov (TAC) pri zmene polohy
nastreku a poctu skuto¢nych etazi kolony.
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Nasledne bola integrovand membranovd jednotka s parametrami a prevadzkovymi
charakteristikami z dostupnej literatiiry [6]. Vysledkom separacie v membranovej jednotke bol permeat
obohateny na 98,5 mol % propylénu a retentat obohateny propanom [6], ktoré boli zavedené do kolony.
Analyzoval sa vplyv integracie na refluxny pomer, celkovi energetickl bilanciu a identifikaciu
potencialnych tizkych miest.

Zaver a vysledky

Vysledky optimalizacie zakladnych konfiguracii boli stanovené na 165 etazi a refluxnym
pomerom 15,5 pri 11 baroch a 215 etdzami s refluxnym pomerom 19,4 pri 20 bar. Variant s tepelnym
cerpadlom dosiahol koeficient vykonnosti COP = 11,2, ¢o potvrdzuje jeho vysoku energeticku ti¢innost’.

Integracia membranovej jednotky a rozdeleného napdjania umoznila zniZenie refluxného
pomeru 0 40 % (11 bar) a 38 % (20 bar), o viedlo k zvySeniu spracovatel'skej kapacity o 56 % a 45 %,
pricom nebola potrebna vymena hlavnych technologickych celkov. Identifikované prevadzkové
obmedzenia (kompresor, vymenniky) definovali horné limity mozného zvysenia prietoku. Porovnanie
Specifickej spotreby energie ukazalo pokles o 1,4 % pri nizkotlakovom a 0 30,5 % pri vysokotlakovom
variante. Zaroven sa potvrdila vyrazna zavislost’ dosiahnutel'ného narastu kapacity od zlozenia vstupne;j
C3 frakcie, najmé od podielu propylénu v nastreku.

Ekonomické hodnotenie potvrdilo vyhodnost’ variantu s integrovanym tepelnym cerpadlom,
pricom doplnenie membranového modulu poskytlo d’alsie zniZenie energetickej narocnosti a zvysenie
flexibilnosti procesu bez podstatnych investi¢nych nakladov.
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Uvod

Salavé vykurovanie sa v priemyselnych objektoch vyuziva pre schopnost’ efektivne prenasat
teplo na vel'ké vzdialenosti bez potreby ohrievat’ cely objem vzduchu [1]. V praxi sa vSak ohrev riadi
prevazne podrla teploty vzduchu alebo povrchu, nie podla intenzity salania. Meranim teploty vzduchu
a povrchu nedokazeme predpovedat’ vyvoj teploty objektov s roznymi fyzikalnymi vlastnostami,
nakol’ko sa prejavuje vplyv tepelnej vodivosti, kapacity, hustoty a tvaru. Inymi slovami ak chceme
predikovat’ zmenu teploty viacerych odliSnych objektov, potrebujeme pre kazdy referenéné meranie.
Teplota vzduchu vystihuje sekundarny efekt sdlavého ohrevu. Vzduch sa nezohrieva priamo, ale az
nasledne od teplejsich povrchov, takze jeho teplota neodzrkadl'uje aktudlnu intenzitu dopadajiceho
ziarenia. Teplota povrchu poskytuje informaciu o stave materidlu a dava nam predstavu
o rozlozeni radiacného pol'a [2]. Ani pri tomto sposobe merania nevieme rozlisit, aka cast’ energie
pochadza zo ziarenia a aka z konvekcie a nie je mozné urcit’ ziarivy tok. Pre uplny popis spravania
objektov ohrievanych pomocou sélavého vykurovania je nutné meranie intenzity dopadajiceho
ziarenia v rozsahu 1-10 um. V tomto spektre sa nachadza dominantna Cast’ Ziarenia emitovaného
salavymi vykurovacimi systémami.

Priame meranie radiaéného toku je mozné pomocou radiometrov. Tieto pristroje vSak pracuji len
v ¢iastkovych spektrach: pyranometre v rozsahu 0,3-2,8 pm, pyrheliometre v rozsahu 0,2—4,0 um a
pyrgeometre v rozsahu 4,542 um [3,4]. V dosledku toho dokaze pyrheliometer zachytit’ priblizne
60 % a pyrgeometer priblizne 33 % celkovej vyziarenej energie zo zZiaricov. Preto je pouzitie jedného
typu radiometra pre komplexné meranie salavého toku nepostadujice a kombinacia viacerych
senzorov sa javi ako nevyhnutna. Dal§im obmedzenim st vysoké obstaravacie naklady radiometrov,
znemoziujuce ich rozsirené nasadenie v priemyselnych aplikaciach.

Ciel'om prace je vyvinit meracie zariadenie, ktoré umozni urcit’ ziarivy tok a koeficient prestupu
tepla v priemyselnych objektoch bez nutnosti $pecializovanych radiometrov.

Experimentailna ¢ast’

Meracia zostava pozostava zo Styroch hlinikovych ter¢ov s rozdielnou emisivitou povrchu & v
rozsahu 0,05-0,94. Ter¢e majii zadnu stranu tepelne izolovanu a spredu s exponované zdroju
salavého tepla. Teplota kazdého terca sa snima teplomermi a sucasne sa meria teplota okolitého
vzduchu v bezprostrednej blizkosti tercov. Po zapnuti zdroja Ziarenia sa zaznamenava rast teploty
terCov v Case. Vyhodnotenie koeficientu prestupu tepla % a intenzity dopadajuceho IR Ziarenia /
prebieha na zéklade energetickej bilancie kazdého terca pocas ohrievania:

me—— = Allgi+og(Thy — T + h(To — T) |
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kde m je hmotnost’ terca, ¢ jeho tepelna kapacita a 4 povrch terca, ktory nie je zaizolovany. 7; je
merana teplota teréa, ¢ je emisivita povrchu terCa, o je Stefan-Boltzmannova konstanta a 7g je
merand teplota okolitého vzduchu. Predpokladame, Ze tato teplota je rovnaka v celom okoli, do
ktorého terée vyzaruju (vlastna emisia IR). Pouzitie Styroch teréov s r6znou emisivitou nam dava Styri
nezavislé rovnice pre dve nezname / a 4. Tie sa rieSia si¢asne z prvej derivacie teplotnych kriviek.
Vypocitana intenzita salavého toku sa nasledne porovnava s teoretickym modelom zdroja pri
rovnakej geometrii a meracej konfiguracii, aka bola pouzita pocas experimentu.

Vysledky a diskusia

Po zapnuti zdroja ziarenia rastla teplota v sulade s emisivitami, priom ter¢ s najniz§im ¢ sa
ohrieval najpomalSie, zatial' ¢o ter¢ s najvy$§im ¢ najrychlejsie. Teplota vzduchu ostala pocas
experimentu prakticky nezmenena (= 23 °C).

34 £=094
? 22 £=0,77
g 28 £=10,59
S 2 £=0,05
2 Tair
22
0 2 Cas [min] & 10

Obr. 1: Narast teploty ter¢ov s r6znou emisivitou pri silavom ohreve.

Vysledné hodnoty pre pouzitd experimentalnu geometriu stt / = 195 W-m2 ah =6,5 W-m2K™.
Hodnota 4 zodpoveda typickému rozsahu prirodzenej konvekcie vo vnutornom prostredi (= 5-10
W-m2-K™). Vypoditany ziarivy tok sa porovnal s modelom zdroja pre rovnaka geometriu, ktory ma
hodnotu Znoder =208 W-m=. Odchylka od modelu predstavuje priblizne 6 %.

Zaver

Navrhnuté zariadenie a metdéda vyhodnocovania boli experimentalne overené. Ziskané hodnoty (/ =
195 W-m?ah=6,5Wm?2K") sa lisili od modelovej intenzity zdroja len o priblizne 6 %. Oproti
radiometrom umoziuje zariadenie rozlisit’ radia¢nt a konvekénu zlozku prenosu tepla, nevyzaduje
drahé senzory a je vhodné aj pre priemyselné aplikacie. Nasledovat’ bude kalibracia referenénym
zdrojom a uprava pre dlhodobé meranie v priemyselnych podmienkach.
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Uvod

V dosledku neustdle sa zhorSujucej klimatickej situacie je potrebné vyvijat ekologickejsie
varianty k uz existujiicim procesom. Spalovacie procesy vyznamne prispievaji ku globalnemu
otepl'ovaniu prave kvoli tvorbe oxidu uhli¢itého, ktoré¢ho koncentracia v atmosfére od priemyselnej
revolicie vyrazne vzrastla. V tejto praci bude analyzovany vplyv vodika ako nizkoemisného paliva
na ekologickost’, bezpecnost’ a prevadzkové naklady dvoch existujiicich procesov z rafinérskeho
a metalurgického priemyslu. Tieto dve odvetvia priemyslu sa javia ako vhodné na vyuzitie vodika
ako paliva, prave z dovodu jeho vyuzitia ako suroviny v procesoch odsirenia paliv a upravy kovov.

. y . . S 100%

Napriek tomu, ze vodik predstavuje ekologickejsiu H,
variantu k beZzne pouzivanym palivam, jeho vyuzitie i
v priemysle predstavuje bezpe€nostné riziko. Vodik je
netoxicky, ale ako zndzoriiuje obr. 1 [1], jeho zmesi so
vzduchom su v Sirokom rozsahu (4 Z 75 obj.% vodika vo
vzduchu) vybusné (UFL - horny limit horl'avosti, LFL -
dolny limit horl'avosti). Minimalna iniciana energia tejto
zmesi je v porovnani s inymi palivami vyrazne nizSia (iba

UFL in Air
_(75% Hy)

Line F
__ (AllH,and
Air Mixtures)

0,02 mJ), ¢o robi vodik silno vybusnou a horlavou latkou “G5hy: AN NS AVARY i
[2]. Z tychto vlastnosti vyplyva, ze pri tniku vodika do Y

atmosféry moéze lahko dojst k zavaznej priemyselnej 100% 100%
havérii nielen so stratami na majetku, ale aj na Pudskom 0 B
zdravi a Zivote. Obr. 1: Diagram horlavosti vodika

Experimentalna cast’

V ramci pripadovej Stadie z rafinérskeho priemyslu bola skiimana cast’ procesu rafinacie ropy, pri
ktorej dochadza k spracovavaniu benzinu s cielom zvySenia jeho oktdnového cisla. Nastrek
prechadza sériou peci a reaktorov, v ktorych sa menej cenné suroviny premiefiajui na cennejsie
produkty. V pripadovej §tadii z metalurgického priemyslu bola objektom skiimania narazacia pec,
v ktorej dochadza spalovanim paliva ku ohrevu bram pred ich d’al$im spracovanim. V oboch
spominanych pripadovych Stadiadch sa predpokladalo, Ze paliva, ktoré st v stiCasnosti spalované
v peciach, budi nahradené zelenym vodikom. Zeleny vodik je vyrabany elektrolyzou pomocou
energii z obnovitel'nych zdrojov, ¢ize jeho uhlikova stopa je takmer nulova.

Na zéklade znamych procesnych tdajov bolo mozné ur€it a porovnat spotreby paliv
v spominanych procesoch. Pri vypoctoch bol prijaty predpoklad dokonalého spalovania.
V bilancovanej Casti procesu z rafinérskeho priemyslu predstavovala rocna spotreba vykurovacieho
plynu 31 641 t, zatial’ ¢o prislusna spotreba vodika by bola takmer tretinova, t.j 11 744 t. Taktiez
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doslo, po zmene palivovej zakladne, k uplnej eliminacii tvorby oxidu uhli¢itého. To isté nastalo aj
pri bilancovani procesu ohrievania bram, avsak spotreba paliva klesla az na jednu desatinu (z
povodnych 12,30 t/h na 1,26 t/h).

Nasledne bola ur¢ena cena emisii oxidu uhli¢itého, ktora by sa musela prekrocit’ na dosiahnutie
rentability procesu. V aplikacii z rafinérskeho priemyslu sa tato hodnota pohybuje okolo 417€/t CO2,
zatial’ o v metalurgickom priemysle je na urovni 282€/t COz.

Na porovnanie bezpecnosti procesov pri spalovani povodnych paliv a vodika bola vyuzita
selek¢nd metoda. Na zéklade tejto metoddy boli urcené selekené cisla pre 3 nebezpecné vlastnosti, a to
toxicitu, vybuSnost' a horlavost, pre vSetky operacné jednotky [3]. Z bezpecnostnej analyzy
pripadovej $tudie v rafinérskom priemysle vyplyva, ze selekéné Cisla pre toxicitu a horl’avost’ su vo
vSetkych reaktoroch a peciach zanedbateI'ne malé, tak pri spal’ovani povodného paliva, ako aj vodika.
Selekéné cisla pre vybusnost v operacnej jednotke (pec + reaktor) 1 a4 su velmi podobné,
avsak operacna jednotka 4 ohrozuje viac bodov na hranici podniku, ¢o ju robi nebezpecnejSou. Pri
modifikacii procesu na spal'ovanie vodika je vysledok analogicky.

V pripadove;j $tudii z metalurgického priemyslu vystupuje iba jedna operacna jednotka, a tou je
narazacia pec. Na zéklade selekénych &isel je zjavné, Ze v tomto pripade je potrebné brat’ do tvahy
aj toxicitu. Pri povodne spalovanom zmesnom plyne sa maximalne selekcéné Cislo toxicity pohybuje
na urovni 1,16, avSak po zmene paliva na vodik klesne na nulu. Maximalne selekéné Cislo pre
vybusnost’ pri zmene paliva vzrastlo z 3,24 na 3,89. Z toho vyplyva, Ze pri vyuziti vodika dochadza
k eliminacii ohrozenia v dosledku toxicity a miernemu narastu nebezpecenstva vybuchu.

Zaver

Pri porovnani vypocitanych cien emisii CO2 astcasnych cien sme dosli k zaveru, Zze na
zabezpecenie rentability by bol potrebny ich nérast, v zavislosti od krajiny, na 3 az 27-nasobok
sucasnej hodnoty. Z toho vyplyva, ze aj napriek zlepSeniu ekologickej stranky procesov, sa
v sucasnosti z ekonomického hl'adiska v spominanych procesov neoplati spalovat’ vodik, a to najma
kvoli vysokym nakladom na jeho vyrobu.

Na zéklade selekénej metdody sme dospeli k zaveru, ze z pohl'adu prevencie vzniku zavaznej
priemyselnej havarie (ZPH) by pomocou QRA (Quantitative Risk Assessment) metodiky bolo
v rafinérskom procese potrebné prioritne analyzovat' Stvrti pec areaktor. Po zamene paliva
v narazacej peci sice pozorujeme zvysenie selekéného Cisla pre vybusnost’, avsak hodnota nie je
vyrazne vysSia a navySe doslo k eliminacii rizika toxicity. Z toho mozeme usudit’, Ze pri zamene
paliva neprislo k vyznamnému zvySeniu rizika vzniku ZPH spojeného s procesmi, ako v pripadove;j
studii z metalurgického, tak aj rafinérskeho priemyslu. Napriek tomu d’alSie zariadenie, ktoré by bolo
odporucené na analyzu QRA je nardzacia pec.
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Uvod

Vyuzivanie digestatu z bioplynovych stanic ako pddneho hnojiva predstavuje ddlezity krok
smerom k udrzateI'nému hospodareniu s organickymi zdrojmi. Digestat obohacuje podu o Ziviny a
zlepSuje jej Grodnost’, avsak jeho aplikacia prinasa aj viaceré nezodpovedané otazky — najméa zvysené
uvoliiovanie emisii sklenikovych plynov a riziko strat zivin v podobe l'ahko dostupnych foriem
dusika a fosforu. Tieto procesy mozu pri nadmernych zrazkach viest' k znecisteniu a eutrofizacii
povrchovych vod. Ako perspektivne rieSenie sa javi kombinacia digestatu s uhlikato bohatymi
materialmi, akym je biouhlie, ktoré vd’aka svojej vysokej porozite dokaze zlepsit’ retenciu Zivin,
stabilizovat' organicky uhlik a znizit' emisie CO.. Vysledky prispievaji k podpore principov
obehového hospodarstva a k efektivnemu vyuzivaniu vedlajsich produktov spracovania biomasy v
pol'nohospodarskej praxi.

Experimentilna ¢ast’

V experimentalnej Casti prace sme sa venovali $tudiu pol'nohospodarskej pody pred (P) a po
aplikacii digestatu (PD) z bioplynovej stanice (BPS). Ako pddne aditivum bolo pouzité biouhlie
z Ceres$novych kostiek pripravené v procese pomalej pyrolyzy pri 500°C. Experimenty zahfiali tri
varianty vzorky: kontrolna pddu (P), podu s digestatom (PD) a podu s digestatom a 5 % pridavkom
biouhlia (PDB). Vzorky boli podrobené fyzikalno-chemickej charakterizacii: stanovenie aktivneho
a potencialneho pH, elektricka vodivost' (EC), kationova vymenna kapacity (CEC), aniénova
vymenna kapacita (AEC), bod nulového naboja (pHrzc), stanovenie uhli¢itanov pddy, stanovenie
maximalnej vodozadrznej kapacity (WHC) pod a prvkova analyzu. Nasledne sme vykonali
kratkodoby inkubacény experiment pdd s biouhlim a naslednym stanovenim emisii CO2, mobility
dusié¢nanov (NO* ") a fosforednanov (PO4>).

Vysledky a diskusia

Fyzikalno-chemicka charakterizacia poukazala na zvysujuce sa hodnoty pHak 6,93 pre vzorku P
a 7,23 pre PD. Hodnota EC bola pre P 189,27 uS/cm a pre vzorku PD 238,00 uS/cm. Zistené hodnoty
vymennych kapacit CEC, AEC, rovnako vzrastli po aplikacii digestatu, a to CEC 258,93 cmol/kg pre
vzorku P a po aplikacii digestatu PD 306,4 cmol/kg. AEC bola pre vzorku P 0,43 cmol/kg a 0,46
cmol/kg pre vzorku PD. Rovnako sme zistili narast obsahu uhlic¢itanov z 0,8 % (P) na 6 % (PD). Po
aplikacii digestatu vzorka PD vykazovala aj zvySenie hodnoty pHpzc. Hodnoty pHpzc vzoriek boli
7,12 (P) a 7,46 (PD), ¢o poukazuje na zmenu povrchovej funkcionality podnych castic v dosledku
zvySeného zastipenia zasaditych funkénych skupin [1].

Kratkodoby (32 d) inkubacny experiment (pri laboratdrnej teplote 24 °C a konstantnej vlhkosti
60 %) pre posudenie vplyvu 5 % pridavku biouhlia, pripraveného pri 500 °C z Ceresnovych kostok
(B) a digestatu, na emisie CO> a mobilitu dusi¢nanov a fosfore¢nanov z danych pdd, potvrdil vplyv
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biouhlia vo vzorke (PDB) na 3 % zniZenie emisie COz (vid obr. 1) ako aj zniZenie extrahovatelnosti
NO?* a PO4> v porovnani so vzorkou PD bez pridavku biouhlia.

Obr. 1: Emisie CO2 z pddy (P), pddy obohatenej o digestat (PD), pody s 5 % pridavkom biouhlia (PB) a pody obohatenej o digestat s
5 % pridavkom biouhlia (PDB) za podmienok: inkuba¢ny ¢as 32 d, teplota 24,4 °C a konstantnej pddnej vlhkosti 60 %. (priemerna
hodnota + SD)

Nase vysledky koreSponduju so zisteniami autorov ([2], [3]), Ze aplikédcia digestatu zvysuje obsah
organického uhlika v pdde, tym ovplyviiuje mikrobidlnu dynamiku a to spdsobuje zvySenie emisii
COa. Aplikacia digestatu zvysila emisie CO2 z pddy, avSak pridanie 10 % pridavku biouhlia tento
trend minimalizovalo [4].

Zaver

Ziskané vysledky poukazali na efektivitu pouzitia zmesnych podnych aditiv na baze biouhlia a
digestatu z pohl'adu znizenia emisie sklenikovych plynov, ale predovsetkym stabilizacie pédneho C
a retencie nutri¢ne dolezitych prvkov ako st dusik a fosfor.
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Uvod

Litium a hor¢ik su podl'a Eurdpskej tunie a Spojenych Statov americkych zaradené na zoznam
kritickych surovin [1], [2]. Kritické suroviny sa nazyvaji materialy, ktoré maju vysoky hospodarsky
vyznam pre priemysel a technologicky rozvoj a zaroven su spojené s vysokym rizikom prerusenia
alebo obmedzenia ich dodavok.

Medzi jeden z najvyznamnejsich zdrojov litia patria jazerné solanky nachadzajuce sa v Cile, Cine
a Severnej Amerike [3]. Tieto sol'anky vSak okrem litia obsahuji aj nezanedbatelné koncentracie
hor¢ika, ktorého iény (Mg”*) maji podobné chemické vlastnosti ako i6ny litia (Zi*). Tato podobnost
a vy$$i naboj hore¢natych idnov negativne ovplyviuji vytaznost procesov extrakcie litia. Je teda
potrebné odstranit’ hore¢naté idny este pred samotnou extrakciou litnych iénov [4].

Ciele prace

Cielom prace je navrh a konstrukcia laboratérneho dutovlaknového membranového air-lift
krystalizatora, v ktorom bude na povrchu dutych vlakien prebiehat’ krystalizacia hydroxidu
hore¢natého (Mg(OH)2). Vzniknuté krystaly budu nasledne z povrchu membran odstrafiované
posobenim mechanického G¢inku bublin vzduchu privadzanych na spodok krystalizatora.

Experimentalna ¢ast’

Zo stavebnych blokov (Obr. 1) sme zostrojili prototyp modulu (Obr. 2) a overili jeho tesnost’ pri
prietokoch demineralizovanej vody v rozsahu 20-80 ml/min.

Obr. 1 Prierezy jednotlivych stavebnych blokov modulu. Zlava: vystupny blok, etaz, vstupny blok
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Obr. 2 Prototyp modulu, ktory sa sklada z vstupného bloku, dvoch etazi a vystupného bloku.

V experimentoch budeme cez vlakna krystalizatora Cerpat’ roztok hydroxidu sodného (NaOH),
ktory bude sluzit' ako zrazacie €inidlo. Modul bude ponoreny do roztoku chloridu horeénatého
(MgCl>). Na zaklade podobnych experimentov [5] ofakavame, ze na povrchu vlakien bude
krystalizovat’ Mg(OH),, ktory budeme nasledne z povrchu vlakien odstranovat’ prebublavanim
pomocou vzdusnika.

Obr. 3 3D model navrhovaného konceptu membranového modulu na postavenie air-lift krystalizatora. Modrou
Jfarbou sii znazornené etaze a vzdusnik, cervenou farbou je znazorneny plast krystalizatora.
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Absorpcia oxidu uhli¢itého (CO2) z plynnych pradov do kvapalnych rozpustadiel je Siroko
skimanym procesom prestupu latky medzi plynom a kvapalinou. Jednou z bezne pouZivanych metod je
pouzitie alkalickych roztokov, ako je hydroxid sodny (NaOH), ktory reaguje s CO: za vzniku uhli¢itanu
sodného (Na:COs) a hydrogén uhli¢itanu sodného (NaHCOs) [1]. Pritomnost’ chemickej reakcie v
systéme vyrazne zvysuje rychlost’ prestupu latky [2]. V sprejovych kolonach sa kvapalina privadza vo
forme kvapiek, ¢im sa vytvara vel’ky medzifazovy povrch. Kvapky pdsobenim gravitacie padaju, zatial’
¢o plyn prudi z dna kolény smerom nahor, ¢im vznika protipridny kontakt. Tento proces zahfia zlozité
interakcie medzi dynamikou kvapiek, prestupom latky v laminarnom filme, kinetikou absorpcie a
prestupom tepla, ¢o z neho robi vhodny systém na modelovanie a optimalizaciu.

Metodika

V systéme je roztok NaOH rozptylovany z hornej Casti vertikalnej kolony, priom sa vytvaraju
kvapky, ktoré padaju protiprudne voci stupajicemu plynu bohatému na CO.. CO: sa absorbuje do
kvapiek a nasledne reaguje s NaOH za vzniku uhli¢itanu sodného. Za pomoci tychto predpokladov bol
zostaveny matematicky model, ktory zahfiia prestup latky, tepla, dynamiku kvapiek a chemickeé reakcie.
Proces bol opisany v prostredi Matlab systémom diferencialnych rovnic s okrajovymi podmienkami.
Model sleduje zmeny velkosti a rychlosti kvapiek v dosledku prenosu hmoty, odparovania, gravitacie a
odporu prostredia. Absorpcia CO: je modelovana ako rychla, difuziou obmedzena reakcia, pricom st
zohl'adnené aj energetické zmeny sposobené teplom reakcie a odparovanim [3].

Zaver

Proces v sprejovej kolone bol uspesne simulovany pomocou nami zostaveného matematického
modelu. Napriek prijatym zjednodusujucim predpokladom model zachytil kI'i¢ové javy prestupu latky
a tepla a umoznil optimalizaciu konstrukénych parametrov. Uplna premena NaOH bola dosiahnuta pri
realistickych prevadzkovych podmienkach, ¢o robi z modelu uzito¢ny nastroj pre buduici navrh a scale-
up procesu.

Citacie

[1] Fleischer, C.; Becker, S.; Eigenberger, G. Chem. Eng. Sci. 1996, 51 (10), 1715-1724.

[2] Bird, R. B. Robert B. Transport Phenomena; New York : J. Wiley, 2002.

[3] Luo, Q.; Sun, Q.; Liu, Q.; Liu, S.; Xiao, M.; Chen, M.; Li, Y.; Gao, H.; Liang, Z. Chem.
Eng. Sci. 2022, 259, 117732.

141



Preduprava odpadovej vody z potravinarskeho priemyslu

Martin Kraj¢i, Barbora Jankovicova

Oddelenie environmentdlneho infinierstva, Ustav chemického a environmentilneho inZinierstva,
FCHPT STU, Radlinského 9, 812 37 Bratislava

] xkrajci@stuba.sk
Uvod

Odpadové vody z potravinarskeho priemyslu predstavuji vyznamny environmentalny
problém, ale zaroveinl aj potencidlny zdroj cennej suroviny. Vznikaju pocas spracovania potravin,
Cistenia technologickych zariadeni, potrubi, nadob ¢i pracovnych ploch. Vyznacuji sa vysokym
obsahom biologicky rozloziteI'nych organickych latok, tukov, bielkovin a sacharidov, ¢o sa odraza
vo vysokej chemickej spotrebe kyslika (CHSK), ktora ¢asto presahuje 4500 mg/1 [1]. Takéto vody
majl vyrazny zne€ist'ujuci charakter a ich vypustanie bez upravy spdsobuje nielen environmentalne
Skody, ale aj vysoké financné sankcie pre prevadzky.

Okrem organickych zloziek obsahujt tieto vody aj rozne detergenty, dezinfekéné prostriedky
a povrchovo aktivne latky, ktoré sa pouzivaju na Cistenie a sanitaciu vyrobnych liniek. Tieto latky
mozu spdsobovat’ penenie, menit’ povrchové napitie vody a komplikovat’ nasledné Cistiace procesy.
Ako jedno z moznych rieSeni sa javi koagulacia, ktorda umoznuje odstranit’ nerozpustné a koloidné
latky, tuky, emulgované oleje a Cast’ organickych znecisteni. Tento proces vyrazne znizuje hodnotu
CHSK, eliminuje cast’ detergentov a zlepSuje kvalitu vody pred jej d’alSim spracovanim alebo
vypustenim do kanalizacie, ¢im znizuje celkové environmentalne zat'aZenie.

Experimentalna ¢ast’

V ramci experimentalnej série sme vykonali koagulaciu surovej vody za uc¢elom odstranenia
suspendovanych latok, zakalu a organického zatazenia. Cielom koagulacie bolo destabilizovat
koloidné Castice vo vode, neutralizovat’ ich elektricky naboj a podporit’ tvorbu vacsich vlociek, ktoré
sa nasledne I'ah$ie usadia. Koagulacia funguje tak, ze pridanim kovovych soli (napr. zelezitych alebo
hlinikovych) ddjde k vlockovaniu Castic a ich agregovaniu do vlociek, ktoré sa potom odfiltruje alebo
sedimentuje.

V naSom experimente sme pouzili siran Zelezity (Fe2(SOa)3) a polyaluminium chlorid (PAC)
ako koagulanty. Do vzoriek vody sme pridali r6zne mnozstva tychto koagulantov, nasledne sme
aplikovali rychle premiesanie (200 rpm) poc¢as 1 minuty a pomalé premieSanie (15 rpm) pocas 15
minut. Po uplynuti koagulacie boli vzorky ponechané na sedimentaciu 10 mintt a prefiltrované cez
filtratny papier. Vzorky boli nasledne analyzované na stanovenie chemickej spotreby kyslika
(CHSK).

Ciel'om bolo porovnat’ i€innost’ odstranenia zakalu a organického materialu pre rozne davky
a typy koagulantov, stanovit’ optiméalne davkovanie a tiez porovnat’ G¢inok siranu zelezitého a PAC
pri rovnakej surovej vode. Na zaklade vysledkov budeme posudzovat’, ktory koagulant je efektivnejsi
pre dané parametre.
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Vysledky a diskusia

V experimente sme hodnotili G¢innost’ koagulacie pri odstranovani organickych latok z vody
s vysokym obsahom mastnych a organickych zloziek prostrednictvom stanovenia CHSK. Pri pouziti
siranu zeleznatého sme do 200 ml vzorky davkovali 0,03 ml koagulantu s krokom 0,03 ml az po 0,24
ml. Po prepocte to predstavuje davky v rozsahu 0,15 az 1,2 ml koagulantu na liter vody. Namerané
hodnoty CHSK po koagulacii boli nasledovné:

Davka koagulantu (ml/200 ml OV) | CHSK (mg O:/) | Davka koagulantu (ml/l OV)
0,03 1434 0,15
0,06 266 03
0,09 330 0,45
0,12 440 0,6
0,15 174 0,75
0,18 407 0,9
0,21 304 1,05
0,24 358 1,2

Tabulka 1: Vplyv davky siranu zZeleznatého na hodnotu CHSK vo vzorke OV (odpadovej vody)

Najlepsia u¢innost’ bola dosiahnuta pri davke 0,15 ml/200 ml, teda 0,75 ml/l, kedy doslo k
najvyraznej$iemu poklesu CHSK.

Pri koagulante polyaluminium chlorid (PAC) sme dévkovali od 5 pl do 40 pl na 200 ml
odpadovej vody (25-200 pl/1). Vysledky ukazali este vyraznejsi pokles CHSK — u vSetkych davkach
az na priblizne 50 mg O:/l, ¢o poukazuje na vysoku ucinnost PAC pri odstranovani jemne
dispergovanych a mastnych organickych latok.

Vzorka, ktora bola len prefiltrovana bez pridania koagulantu, vykazala pokles CHSK z 4204
mg O2/1 na 1540 mg O-/1. Tento rozdiel potvrdzuje, ze podstatna Cast’ organického znecistenia je
viazana na mastné a nerozpustené Castice, ktoré mozno odstranit’ mechanicky, zatial’ ¢o koagulacia
ucinne eliminuje aj jemne dispergované a rozpustené organické latky.

Zaver

Koagulacia pomocou siranu zeleznatého a polyaluminium chloridu (PAC) sa ukézala ako
ucinna pri znizovani CHSK v odpadovych vodach s vysokym obsahom organickych latok, pricom
lepsie vysledky prinieslo pouzitie PAC. Zaroven sa potvrdilo, Ze uz samotna mechanicka filtracia
vyznamne prispieva k poklesu CHSK, ¢o naznacuje, ze vacSina organickych latok je viazand na
nerozpustené tuh¢ Castice.

Ako efektivnejSia a ekonomicky vyhodnejsia alternativa k rozsiahlej koagulacii by mohlo byt
anaerdbne spracovanie [2]. Tento proces umoznuje rozklad organickych latok v prostredi bez kyslika
za vzniku bioplynu, ¢im sa zaroven zhodnocuje energeticky potencial odpadovych vad.

Literatara

[1] Cristian, O. Characteristics of the untreated wastewater produced by food industry. Analele
Universitatii din Oradea, Fascicula: Protectia Mediului. 2010, 15, 709-714.

[2] Cruz-Salomén, A.; Rios-Valdovinos, E.; Pola-Albores, F.; Meza-Gordillo, R.; Lagunas-Rivera,

S.; Ruiz- Valdiviezo, V. M. Anaerobic treatment of agro-industrial wastewaters for COD removal
in expanded granular sludge bed bioreactor. Biofuel Research Journal, 2017, 4(4), 715-720.

143



Vplyv vybranych kontaminantov na aktivovany kal Cistiarne
odpadovych véd

Zlatica Zgancikova, Zuzana Imreova

Oddelenie environmentdlneho inZinierstva, Fakulta chemickej a potravindrskej technologie,
Slovenska technicka univerzita, Radlinského 9, 812 37 Bratislava

z.zgancikova@gmail.com
Uvod

Aktivovany kal predstavuje komplexny stibor mikroorganizmov zabezpecujuci biologické
odstraniovanie organického zneCistenia z odpadovych vod. Pre spravnu funkciu tohto systému je
nevyhnutné zachovat' optimalne podmienky pre rast, rozmnoZovanie a metabolicki aktivitu
mikroorganizmov [1]. V pripade pritoku neziaducich latok, najmé zo zdrojov priemyselnej vyroby,
moze dochadzat k destabilizacii systému a naruseniu rovnovahy medzi jednotlivymi zlozkami
biomasy.

Jednym z potencialne rizikovych kontaminantov je lignin, pritomny v tzv. ¢iernom luhu —
vedlajSom produkte vyroby bunifiny v papierenskom priemysle. Lignin a jeho derivaty (najma
fenolické zluceniny) vykazuju inhibicny ucinok na mikrobidlnu aktivitu, ovplyviiuji oxidacno-
reduk¢né procesy a mézu spdsobovat’ znizenie rychlosti spotreby kyslika [2], [3].

Cielom prace bolo overit’ vplyv Cierneho lihu na biologicku aktivitu aktivovaného kalu v
modelovych podmienkach a vyhodnotit’ zmeny zakladnych ukazovatel'ov kvality vyc€istenej vody.

Experimentalna cast’

Rozlozite'nost’ odpadovej vody z papierenskej vyroby bola testovana na dvoch laboratornych
modeloch SBR reaktora (Sequencing Batch Reactor). Vstupny aktivovany kal pochadzal z mestskej
Cistiarne odpadovych vod v Hrboltovej a bol adaptovany na synteticky substrat simulujici bezné
komunélne znecistenie (referencny model). Do kontrolného modelu bol v definovanom objeme
davkovany riedeny Cierny lth ziskany z technologického procesu vyroby celulézy v zavode MONDI
SCP Ruzomberok. Monitorované boli odtokové parametre CHSKcr, NL, N-NH4, N-NO3s, Nc, P-
PO4*, SO4*, S* a pH, ako aj prevadzkové charakteristiky kalu — susina kalu (Xc) a kalovy index (KI)
[4].

Biologicka rozlozitelnost’ ¢ierneho lihu bola hodnotena pouzitim respirometrickych merani, pri
ktorych sa sledovala spotreba rozpusteného kyslika v systéme s aktivovanym kalom v ¢ase [5].
Paralelne bola uskuto¢nend UV-VIS spektrofotometricka analyza zamerané na stanovenie ligninu v
odtoku.

Vzorky boli odoberané v pravidelnych intervaloch a nasledne Statisticky vyhodnotené s cielom
identifikovat’ korelacie medzi koncentraciou ligninu, parametrami CHSK, NL a zmenami respiracnej
aktivity.

Vysledky a diskusia

Vysledky preukazali, ze davkovanie Cierneho Iihu do systému s aktivovanym kalom
sposobilo znizenie biologickej aktivity systému. V porovnani s referenénym modelom bol
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pozorovany pokles maximalnej respiracnej rychlosti, ¢o potvrdzuje inhibi¢ny ucinok ligninovych a
fenolovych zlG¢enin na mikrobialny metabolizmus [2], [6]. Napriek tomu sa koncentracie dusika
a fosforu v odtoku vyrazne nemenili, ¢o naznacuje, Ze primarne boli ovplyvnené oxida¢né procesy
spojené s degradaciou organickych latok, nie v§ak nitrifikaéno-denitrifikacné reakcie, ¢o potvrdzuje
aj zaznamenany narast hodnot CHSK a NL v odtokovej vode. Analyza UV-VIS spektier potvrdila
pritomnost’ ligninovych zloziek na odtoku modelu s ¢iernym lihom, pricom ich absorbancia
korelovala so zvySenymi hodnotami CHSK. Nezmenené hodnoty indexu kalu (KI) naznacujt, ze
fyzikalne vlastnosti vlociek aktivovaného kalu zostali zachované [4].

Napriek inhibi¢nému efektu nebol pozorovany uplny kolaps biologickej aktivity, ¢o
naznacuje, ze riedeny Cierny lih v pouzitych koncentraciach pdsobi subletalne, teda spomaluje
metabolizmus, av§ak bez destrukcie mikrobialnej populacie [3].
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Zaver

Préca preukazala, ze ¢ierny luh obsahujuci lignin ma vyznamny, avSak ¢iastocne reverzibilny
vplyv na aktivitu aerdbneho aktivovaného kalu. Znizenie respiracnej rychlosti a stiCasny narast
CHSK a nerozpustnych latok v odtoku potvrdzuji inhibiéné pdsobenie fenolickych zluc¢enin. Napriek
tomu si systém zachoval stabilitu sedimenta¢nych vlastnosti a zakladnych biochemickych funkcii [4].

Vysledky potvrdzuju potrebu systematického monitorovania priemyselnych pritokov s
obsahom ligninu a fenolov, ako aj dlhodobych stadii zameranych na adaptaciu mikrobidlnych
spolocenstiev a degradaciu ligninu [2], [6].
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Uvod

Myrozinaza je enzym z rastlin ¢el'ade Brassicaceae, ktory katalyzuje hydrolyzu glukozinolatov
na bioaktivne zluceniny, najmi izotiokyanaty, so znamymi antibakteridlnymi a antioxidacnymi
ucinkami [1]. Nizky obsah enzymu v rastlinach a pritomnost’ d’al§ich proteinov st'azuju jeho izolaciu,
preto sa vyuzivaji rekombinantné systémy na jeho nadprodukciu [2]. Systém Pichia pastoris
umoziuje vysoku expresiu a sekréciu proteinu do média, o ul'ah¢uje purifikaciu [3]. Cielom prace
bola rekombinantna expresia myrozinazy AMYR?2, jej purifikacia ionovymennou chromatografiou
a stanovenie jej aktivity a Cistoty.

Experimentalna ¢ast’

Myrozinaza AMYR2 bola exprimovana v systéme Pichia pastoris a protein bol ziskany zo
supernatantu. Ten bol prefiltrovany, odsol'ovany a jeho koncentracia bola upravena ultrafiltraciou.
Purifikacia prebiehala pomocou ionovymennej chromatografie, kde boli testované rézne typy kolon,
aby sa ziskal dostatocne cisty enzym. Aktivita enzymu bola stanovena spektrofotometricky,
sledovanim tvorby glukézy v reakcii s pomocnym enzymom GDH. Celkovy obsah proteinov bol
ur¢eny Bradfordovou metodou a Cistota bola vizualizovana SDS-PAGE elektroforézou.

Vysledky a diskusia

Pri testovani roéznych podmienok iénovymennej purifikacie sa preukazala selektivna vézba
myrozindzy na koléonu a eluované frakcie obsahovali dostatocne Cisty enzym pre dalSiu
charakterizaciu. Gradientova elicia umoznila optimalizovat’ podmienky pre naslednu krokovu eluciu.
SDS-PAGE potvrdila pritomnost’ enzymu s ocakdvanou molekulovou hmotnostou a nizkym
mnozstvom kontaminantov. Kinetické merania ukazali, Ze po purifikacii si enzym zachoval svoju
aktivitu. Tento enzym, AMYR2, nebol doposial’ v literature detailne opisany, takze ziskané vysledky
poskytuju nové informacie o jeho purifikacii a aktivite. Celkovo bol zvoleny purifikacny postup
vhodny na ziskanie funkénej myrozinazy pre d’alSie experimentalne vyuzitie a testovanie.

Zaver

Praca preukdzala, ze rekombinantna expresia myrozinazy AMYR2 v Pichia pastoris je efektivna
a umoznuje izolovat aktivny enzym vhodny na dal$ie $tidie. Ionovymenna chromatografia sa
ukézala ako spolahliva metdda purifikacie, ktord v kombindcii s analytickymi metédami poskytuje
Cisty a funkény protein. Ziskané poznatky mozu sluzit’ ako zaklad pre d’alSie experimenty zamerané
na optimalizaciu purifikacie alebo testovanie pri réznom pH a rdznej idnovej sile. Tento postup
poskytuje zaklad pre d’alSie stidie kinetiky myrozinazy, jej substratovej S$pecifickosti a mozné
biotechnologické aplikacie.
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Uvod

Fluorescenéné proteiny patria medzi kI'iové nastroje modernej molekularnej bioldgie a
biotechnolégie. Ich schopnost emitovat” svetlo v roznych castiach emisného spektra umoziuje
neinvazivne sledovanie bunkovych procesov v redlnom case. V biotechnologickych aplikaciach sa
vyuzivaju ako reportérové markery, ktoré umoznuju monitorovat’ génovu expresiu alebo sledovat’
lokalizéaciu proteinov [1].

Cervené fluorescenéné proteiny (RFPs) predstavuji  vyznamnd skupinu v spektre
fluorescenénych proteinov. Od ostatnych FPs sa lisia emisiou svetla pri dlhsich vinovych dizkach,
pri¢om tato vlastnost’ vedie k zniZeniu autofluorescencie, ¢o zlepsuje rozliSitenost’ signalu [2]. Do
skupiny RFPs patri aj variant mCherry, ktory sa vyznacuje hlavne rychlou maturaciou, vysokou
fotostabilitou, dobrou kompatibilitou s viacfarebnymi fluorescenénymi systémami a vhodnost'ou na
vyuzitie vo faznych konstruktoch s inymi proteinmi [3].

Vyznamnou stcast'ou biotechnologickych aplikacii FPs je ich reportérova funkcia pri produkcii
rekombinantnych proteinov v expresnych systémoch. Medzi ¢asto vyuzivané systémy patri napriklad
metylotroficka kvasinka Pichia pastoris, ktord spaja vyhody eukaryotickych buniek (napr.
posttransla¢né modifikacie) s jednoduchou kultivaciou a vysokou vyt'aznostou baktérii ako napriklad
E. coli [4].

V praci bol rekombinantny protein mCherry pouzity ako reportérovy protein, ktory sluzil na
selekciu najlepsieho produkéného klonu v kvasinke Pichia pastoris. V procese selekcie je vel'mi
dolezité, aby bol postup monitorovania optimalizovany tak, aby vysledky jednozna¢ne urcovali
najlepsi klon. V tejto praci bol preto optimalizovany proces inokulacie, ktory mal zabezpecit’ rovnaké
(uniformné) podmienky pre rast v§etkych klonov.

Experimentalna ¢ast’
V préci bol pouzity mikroorganizmus Pichia pastoris KM71H s expresnym plazmidom pPICZa-

A- s vlozenym génom pre ¢erveny fluorescenény protein (mCherry) fizovany s receptor vizbovou
doménou z SARS-CoV-2 (RFP-RBD). Plazmid obsahuje sekreény signal, ktory zabezpeluje
produkciu proteinu zaujmu do kultivaéného média.

Cielom prace bolo dosiahnut’ rovnaké pociatoéné mnozstvo inokula pre umoznenie budiceho
skriningu produkénych klonov len na zaklade monitorovania fluorescencie kultivaéného média, ktoré
bolo testované v dvoch typoch kultivacii, ato v mikroplatnickovej a v banickovej. V ramci
experimentu bola taktiez vykonana SDS-PAGE elektroforéza a farbenie striebrom za i¢elom analyzy
proteinového profilu vzoriek ziskanych po kultivacii v banickach. Dalej bola sledovana interakcia
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cielového proteinu s membranou skiimaviek Amicon® pri zakoncentrovani vzorky. A na zaver bola
sledovana stabilita fluorescencie RFP z bani¢kovej kultivacie pri uskladneni pri 4 °C.

Vysledky a diskusia
Porovnanim inokulaénych stratégii v mikroplatnickovej kultivacii, bola pozorovana nizsia

variabilita optickej denzity medzi jednotlivymi jamkami pri o¢kovani metédou zo samostatnych
kolonii oproti druhej pouzitej metéde ockovania (zo steru na Petriho miske).

V pripade banic¢kovej kultivacie boli porovnavané dve metody inokulacie — zo steru z kolonii na
tuhom médiu (Petriho miska) a z predinokula pripraveného no¢nou kultivaciou v tekutom médiu.
Porovnanim rastu v jednotlivych banickach, bola niz§ia variabilita rastu pozorovana medzi bani¢kami
ockovanymi metddou inokulacie z predinokula.

Vysledky prace naznacujil, ze metoédy inokulacie zo samostatnych kolonii (pre mikroplatnickova
kultivaciu) a z predinokula (pre banickovu kultivaciu) st optimalne a poskytuju jednotné podmienky
a homogénny rast kultivovaného mikroorganizmu. Vd’aka tejto skuto¢nosti je mozné porovnavanie
a nasledny vyber najlepSich produkénych klonov len na zéklade merania fluorescenéného signalu
v kultivaénom médiu, ¢o zjednodusi proces selekcie.

Elektroforeticka analyza SDS-PAGE potvrdila pritomnost dominantného proteinového signalu s
pribliznou molekulovou hmotnostou zodpovedajucou fiznemu proteinu RFP-RBD.

Pri koncentrovani vzorky pomocou centrifugacnych koncentracnych skimaviek Amicon® bolo
testované, ¢i dochadza k interakcii fuzneho proteinu s filtranou membranou skumavky. Po
centrifugécii a naslednej analyze fluorescencie supernatantu sa zistilo, Ze vysledna fluorescencia
zodpovedala miere koncentrovania, ¢o naznacuje, ze nedochadza k vyraznej adsorpcii proteinu na
membranu ani k jeho stratdm pocas filtracie.

Stabilita ¢erveného fluorescenéného proteinu mCherry bola hodnotena pocas uskladnenia pri 4
°C. Pocas 72 hodin nebola pozorovana vyrazna strata fluorescencie. Po siedmich ditoch doslo len k
minimalnemu poklesu intenzity signalu, ¢o naznacuje, ze RFP protein si zachovava svoju Struktirnu
stabilitu aj pri kratkodobom uskladneni pri tejto teplote.
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Uvod

Tau protein, exprimovany hlavne v centralnej, ale aj periférnej nervovej sustave, patri do rodiny
proteinov asociovanych s mikrotubulmi. Jeho primdrnou funkciou je stabilizacia a podpora
zostavovania mikrotubil. Ako mnoho inych aj tau protein funguje v spojeni s interakénymi
partnermi, ktori mézu iniciovat’ patologiu tau alebo naopak zabezpecovat neuroprotekciu. Prave
patologicka forma tau proteinu, ktord agreguje a vytvara parové helikalne filamenty a nasledne
neurofibrilarne splete je predmetom mnohych $tadii. Mechanizmus premeny fyziologického tau na
patologicky a jeho celkovy dopad na ochorenia s nim suvisiace nie je Gplne znamy. Napriek tomu
existuju stadie, ktoré sa pokusaji objasnit’ i¢inok malych molekul inhibujucich agregaciu tau. Medzi
tieto molekuly patri aj metylénova modra. Samotna interakcia metylénovej modrej a mechanizmus
inhibiéného ucinku stale zanechava mnoho otazok. AvSak existuju Stidie, ktoré naznaduju, Ze
metylénova modra udrziava tau protein v monomérnom stave oxidaciou cysteinov. To je dovod, pre¢o
sme sa rozhodli tato problematiku blizsie Studovat metdédou SPR (sufrace plasmon resonance)
a termoforézou [1-3].

Experimentalna ¢ast’

Interakcie sme merali metédou SPR (surface plasmon resonance). Tato metdéda vyuziva zmenu
indexu lomu svetla, ktora nastava pri vytvoreni biokomplexu medzi imobilizovanym ligandom
a analytom. Tym poskytuje vysledky real time [4]. Pre lepSie pochopenie interakcii metylénovej
modrej atau sme pouzili tri rozne neznaCené formy tohto proteinu: tau40 (izoforma 2N4R), K4
(taul51-391/4R) a dGAE (297-391). Ligandy alebo formy tau proteinu sme naviazali na CMS5 ¢ip
kovalentnym naviazanim na dextranovu matricu. Samotna imobilizacia bola zabezpecena roztokmi
NHS a EDC. Merania prebiehali v pufri PBS s 3 mM EDTA a 0.005% Tween20. Metylénovil modra
sme pridavali v sérii koncentracii, ktora sme upravovali podl'a vysledkov prvotnych merani, avSak
pohybovali sme sa v intervale od 10 do 200 umol/l. Taktiez sme interakcie merali v roztoku pomocou
termoforézy vyuzitim pristroja MonolithX (Nanotemper) vyuzitim fluorescencie metylénovej
modre;j.

Vysledky a diskusia

Vysledky sme analyzovali pomocou softvéru BiaEvaluation. Vystupom metdédy SPR st krivky,
poskytujuce informacie o kinetike, afinite a kvantite interagujucich partnerov. Vypoctami programu
sme ziskali hodnoty disociacnej rychlostnej konsStanty, asociacnej rychlostnej konstanty a
rovnovaznej disociacnej konstanty pre jednotlivé vzorky, ktoré sme nésledne porovnavali. AvSak
zameriavali sme sa primarne na hodnoty disocia¢nej konstanty, ktora naznacuje silu samotnej vézby.
a teda najvyssiu afinitu, vykazovali vzorky fragmentu dGAE a naopak najvyssie hodnoty disociacnej
konstanty boli namerané pri vzorkach formy K4 tau. Problematiku skiimal aj tim vedcov v Mad’arsku
uz v roku 2018 pomocou termoforézy. Ich vysledky potvrdzuju domnienku, Ze metylénova modra sa
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viaze na monomérny tau s vysokou afinitou, urcitou Specificitou a povaha tychto interakcii je
nekovaletna [5].

Zaver

Nase merania potvrdzuji domnienku, Ze metylénova modra interaguje s tau proteinom. V nasich
teda najvysSiu afinitu k metylénovej modrej vykazoval fragment tau dGAE. V budtcnosti by sme
cheeli blizSie skumat’ tieto interakcie mutovanim aminokyselin, konkrétne cysteinov, ktoré st
vyznamné pre inhibiéné schopnosti metylénovej modrej vo vzt'ahu k tau proteinu, a aminokyselin,
ktoré by podl'a in silico simulacii mohli interagovat’ s metylénovou modrou.
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Uvod

Tioglukozidazy, (myrozindzy), st glykoproteinové hydrolazy, ktoré Stiepia S-glykozidovu
vizbu v glukozinolatoch. Produktom reakcie je glukéza a nestabilny aglykon, z ktorého
v zavislosti od podmienok vznikd izotiokyanat, tiokyanat, nitril alebo epitionitril [1]. Délezitt
ulohu v tejto reakcii mé kyselina askorbova, ktord ma vyrazny aktivaény ucinok na myrozinazy
[2].

Vyskytuji sa v rastlinach Celade Brassicaceae, kde chrania rastlinu pred Skodcami. Pri
poskodeni pletiva déjde ku kontaktu myrozinaz s glukozinolatmi a vzniku izotiokyanatov, alebo
inych metabolitov. Tie maju toxicky u¢inok na vacsinu skodcov [3].

Z pomedzi vsetkych moznych produktov reakcie su terapeuticky najzaujimavejsie
izotiokyanaty [1]. U tych boli dokdzané protirakovinové, protizapalové a antibakterialne ucinky
[4,5].

Ked'ze myrozinazy su znacne glykozylované, Casto dimérne proteiny, bakterialne expresné
systémy nie su najvhodnejiie pre ich produkciu [6]. Uspesne ich viak exprimovali kvasinkové
expresné systémy ako S. cerevisiae, Y. lipolytica a P. pastoris [7-9].

P. pastoris je metylotrofnd kvasinka vyuzivana na produkciu rekombinantnych proteinov.
Rastie na metanole, produkuje proteiny extracelularne, umoziuje posttranslacné modifikacie a
je GRAS organizmom vhodnym pre farmaceuticky a potravinarsky priemysel [10].

Experimentalna ¢ast’

Cielom experimentalnej Casti bola produkcia myrozindzy AMYR4 v klonoch P. pastoris
KM71H+pPICZaA-AMYR4, porovnanie ich produkénych schopnosti, stanovenie aktivity
AMYR4 a stanovenie aktivacie kyselinou askorbovou.

Myrozinaza AMYR4 bola extracelularne naprodukovana v klonoch P pastoris
KM71H+pPICZaA-AMYR4, pocas kultivdcie v bani¢kdch. Pocas kultivacie boli odoberané
vzorky na stanovenie rastu biomasy a produkcie proteinov do média. Supernatanty ziskané na
konci kultivacie boli zakoncentrované, pomocou ultrafiltracie. Koncentracia proteinov bola
stanovena Bradfordovou metédou, pomocou SDS-PAGE bola overena pritomnost proteinov
s molekuldrnou hmotnostou zodpovedajucou myrozinaze. Aktivita bola stanovend spriahnutou
reakciou, kde prvou reakciou bola hydrolyza sinigrinu pri 30 °C a druhou reakciou je premena
vzniknutej glukozy na glukonolakton enzymom glukozadehydrogenaza, za stcasnej redukcie
NAD" na NADH, ktord sa pozoruje zmenou absorbancie pri 340 nm. Stanovenie aktivacie
kyselinou askorbovou bolo vykonané rovnakym sposobom, s tym Ze v reakénej zmesi pre prvi
reakciu boli pouzité rozne koncentréacie kyseliny askorbove;.
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Vysledky a diskusia

U vsetkych klonov bol pozorovany rast biomasy, s tym Ze ku koncu sa u niektorych rast
spomalil. Taktiez bol pozorovany narast koncentracie extracelularnych proteinov. Tieto hodnoty
boli medzi jednotlivymi klonmi vyrazne rozdielne, ¢o je pravdepodobne spdsobené roznym poctom
kopii plazmidu vlozeného do buniek, ¢o vedie k roznej miere transkripcie a translacie.

Zakoncentrované supernatanty z konca kultivacie boli pouzit¢é v SDS-PAGE. Po farbeni
striebrom bolo na géle u kazdého klonu vidiet mnoho bandov, tvorenych nativnymi proteinmi P,
pastoris, ale aj band, ktorého molekulova hmotnost’ by mohla odpovedat’ monoméru AMYRA4.

U vicsiny pouzitych klonov bola stanovena meratel'nd enzymaticka aktivita voci sinigrinu, ¢o
naznacuje, ze klony boli schopné exprimovat AMYR4, novy enzym u ktorého eSte nebola
myrozinazova aktivita popisana.

Zo stanovenia zavislosti aktivity od koncentracie kyseliny askorbovej vyplyva, Ze optimalna
koncentracia kyseliny askorbovej pre aktivaciu bola v intervale 1,5 az 3 mM. V tomto rozmedzi
bola aktivita AMYR4 o0 800 az 1000% viacsia ako pri absencii kyseliny askorbovej v reakénej
zmesi.

Zaver

Bola dosiahnutd produkcia myrozindzy AMYR4 v P. pastoris pri kultivacii v banic¢kéch.
Taktiez bola stanovena aktivita enzymu v zakoncetrovanom supernatante, ako aj optimalna
koncentracia kyseliny askorbovej pre aktivaciu enzymu.
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Uvod

Bakterialna Lon proteaza patri medzi ATP-dependentné protedzy, konkrétne do AAA+
superrodiny proteinov. Zohrava kl'icovu tilohu pri regulécii bunkovej aktivity a degradacii nespravne
poskladanych proteinov [1]. V roku 2021 sa zistilo, ze Lon proteaza z E.coli dokaze inhibovat’ faktor
MYC, ktory je Casto dysregulovany pocas rakoviny a bakterialnej infekcie. Takymto sposobom
bakteridlna Lon protedza moze byt ucinna pri lie¢be rakoviny a bakterialnych infekcii [2-3]. V nasej
praci sme sa venovali optimalizacii podmienok purifikacie bakteridlnej Lon protedzy pomocou
réznych chromatografii.

Experimentalna ¢ast’

V nasej praci sme Lon proteazu exprimovali podla predchadzajucej prace [4]. Pred purifikaénym
protokolom boli pelety buniek obsahujuce naprodukovany protein zhomogenizované v 60 ml
ekvilibraéného roztoku, a po purifikdcii kvalitativne a kvantitativne vyhodnotené. Na purifikdciu sme
vybrali tri typy chromatografii. Najprv sme zoptimalizovali podmienky idnomenicovej
chromatografie anex (Sepharose Q, 5 ml koldna). Elicia prebiehala skokovo s navySujucou sa
i6novou silou, pricom elucia pri 500 mM NaCl vykazovala najvyssie mnozstvo ciel'ového proteinu.
Dal3ou vyuzitou chromatografiou bol benzamidin (Benzamidin Sepharose FF, 1 ml koléna), pri¢om
purifikdcia mdze prebiehat’ viacerymi spdsobmi. Pri pouziti kyslého pH = 2,0 sme Lon v elicii
nezachytili. Pri optimalizacii bol vyuzity eluény roztok obsahujuci 1 M NaCl s pH = 8,0, a tiez
znizeny prietok cez koloénu kvoli efektivnejSiemu navdzovania na matricu. Obe chromatografie boli
pouzité aj v sérii. Na porovnanie sme pouzili tiez hydroféobnu chromatografiu (HIC) (Phenyl
Sepharose HP, 5 ml koldna), kde bol vyuzity na eluciu gradient 1 — 0 M (NH4)2SOs. Koncentraciu
proteinov vo vzorkach sme stanovovali Bradfordovou metddou, pricom ako $tandard sme pouzili
BSA. Vzorky sme separovali pomocou SDS-PAGE metdédou podl'a Laemmliho [5]. Vzorky boli
analyzované aj softwérom GelAnalyser.

Vysledky a diskusia

V kazdom type purifikacie sme pouzivali 10 % (v/v) glycerol a 1 mM DTT, ¢im sa zvySuje
stabilita Lon proteazy. V tabul'ke 1. su vysledky analyzy z koncentracie proteinov a GelAnalyser-u.
Lon proteaza stale véacsinou okolo 30 % celkovej koncentracie proteinov. Z vysledkov mdézeme
konstatovat’, ze Lon proteaza je vo vysSej koncentracii vypurifikovana prave pomocou HIC (0,78 mg/
ml) oproti vyuziti anexu (0,67 mg/ ml). Zaroven je aj profil proteinov z porovnania SDS-PAGE
(Obr.1) cistejsi v porovnani s anex chromatografiou. Pri vyuziti série anex-afinitna chromatografia
na benzamidine klesla koncentracia ciel'ového enzymu o 73,1 % pri druhej vzorke z elucie, respektive
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064,18 % pri tretej vzorke (mnozstvo Lon v prvej vzorke bolo zanedbatel'né po kvantitativnej
analyze).

Tab. 1. Percentuilne zastiipenie Lon proteazy v eluénych vzorkach (GelAnalyser) a Bradford analyza koncentricie proteinov.
Kalibra¢na krivka bola zostavena BSA §tandardom.

Vzorka Priemer | Odchylka | Koncentracia (mg/ml) | Zastipenie (%) | Koncentracia (mg/ml)
ANEX 500 mM E2 1,332 0,007658 1,638445412 23,70 0,67
BENZAMIDIN E1 0,6362 0,016733 0,516368328 22,17 0,11
BENZAMIDIN E2 | 0,673467 0,011859 0,576466161 30,11 0,18
BENZAMIDIN E3 0,669767 0,011691 0,570499382 29,90 0,24

HIC 750 mM EI 1,177067 0,035001 1,388593238 34,20 0,78
HIC1ME2 0,450333 0,009076 0,216631726 32,00 0,07
A) B)

L 1S IP2S 2P FT W E2 El E3 L FT W E1 E2 E3

s 4
]
L 1S IP 25 2P FTW El E2
——- -
-

Obr. 1. Obrazok z SDS-PAGE z purifikacii. A) ANEX (Sepharose Q). L marker molekulovych velkosti proteinov, 1S solubilna
frakcia, 1P nesolubilna frakcia, 2S solubilna frakcia, 2P nesolubilna frakcia, FT premyvanie anex, W nezachytena frakcia anex, E2
elticia pri 500 mM NaCl, E1 elucia pri 200 mM NaCl, E3 elucia pri | M NaCl. B) AFINITNA CHROMATOGRAFIA (Benzamidin).
L marker molekulovych velkosti proteinov, FT premyvanie, W nezachytena frakcia, E1-E3 eltcia pri 1 M NaCl. C) HIC (Phenyl
sepharose HP). L marker molekulovych velkosti proteinov, 1S solubilna frakcia, 1P nesolubilna frakcia, 2S solubilna frakcia, 2P
nesolubilna frakcia, FT premyvanie, W nezachytena frakcia, E1 elicia pri 750 mM (NH4)2SOs4, E2 eltcia pri 1 M (NH4)2SOa.

Zaver

Ciel'om nasSej prace bolo vypurifikovat' Lon protedzu do ¢o najvyssej koncentracie a Cistoty.
Podla ziskanych vysledkov je najvyhodnejsia HIC oproti anex chromatografii. Nasledujica analyza
bude pozostavat’ z prepojenia hydrofobnej a afinitnej chromatografie.
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Uvod
V stcasnosti je zdravy zivotny §tyl jednym z hlavnych trendov spolo¢nosti, ktory vyrazne

ovplyviiuje preferencie a spravanie spotrebitel'ov. Tento trend v 'ud’och vyvolava zvySeny dopyt po
zdravsich alternativach klasickych potravin a napojov, ktoré nielenze dobre chutia, ale maju aj
pozitivny vplyv na zdravie, napriklad v podobe probiotickych vlastnosti. V tomto kontexte sa v
potravinarskom priemysle objavuje novy smer, a to vyvoj alkoholickych napojov kvasenych
probiotickymi kvasinkami. Hlavnym cielom prace bolo preto preskumat’ mikrobiologické a
technologické vlastnosti jedinej uznanej probiotickej kvasinky Saccharomyces boulardii, aby sme
ziskali predstavu o moznosti vyuzitia tejto Specialnej kvasinky v priemyselnej vinifikacii. ZvySenu
pozornost’ sme venovali skiimaniu §tadia bur¢iaku. Cielom bolo zistit’ ako dlho dokaze toto Stadium
pri znizenej teplote trvat’ a zaroven preskumat’ do akej miery si kvasinky dokazu v buréiaku zachovat’
dostatoént viabilitu na to, aby koncentracia kvasiniek spifiala limit pre probiotické napoje, tj. 107
CFU/ml [1].

Experimentalna ¢ast’

V experimentoch boli pouzité dva kmene kvasiniek — Saccharomyces cerevisiae (kmeit RRG2)
ako kontrolnd kvasinka a Saccharomyces boulardii (kmen DBVPG 6763, izolovany z
farmaceutického preparatu ExHelico od firmy EmergoPharm Sp. z o.0. (POL)) ako skiimana
kvasinka. Sktimali a porovnavali sa ich mikrobiologické a technologické vlastnosti.

Z mikrobiologického hladiska sa hodnotila utilizdcia réznych zdrojov uhlika (glukéza ako
pozitivna kontrola, trehal6za, galaktéza, celobidza, kyselina jablénd, kyselina mlie¢na a kyselina
jantarova), skrining -glukozidazovej aktivity a produkcia sirovodika na BiGGY agare ako reakcia
na nedostatok utilizovate'ného dusika v prostredi.

Schopnost’ odolavat’ vysokému osmotickému tlaku bola sledovand v YD médiu s obsahom
glukozy 30 %, 40 %, 50 %, 55 % a 60 % hm.. Etanoltoleranciu kvasiniek sme pozorovali pri vysledne;j
koncentracii etanolu 10 %, 12 %, 13 %, 14 %, 16 % a 18 % obj.. Sledovanie fermentacnej sily
prebiehalo anaerdbne a staticky v YD médiu s vy$Sou koncentraciou glukdzy. Potreby vitaminov a
rastovych faktorov boli testované v médiu bez vitaminov a aminokyselin. Na uréenie potreby
utilizovatel'ného dusika boli pripravené YD média s koncentraciou kvasni¢ného extraktu 2, 4, 6, 8 a
10 g/1, o zodpoveda koncentracii kvasinkami utilizovateného dusika 57 — 286 mg/ml. Schopnost’
kvasiniek degradovat’ kyselinu jablénu bola skiimand v dvoch YD médiach, prvé s koncentraciou
glukozy 210 g/l a pridavkom kyseliny L-jablénej 3,5 g/l a druhé s rovnakym zlozenim bez glukozy.
Experiment sa vykonaval v aerobnom aj anaerobnom rezime. Detaily jednotlivych experimentov st
popisané v publikacii Chémia a mikrobioldgia vina, enologické laboratérne praktikum [2].

Sledovanie Stadia bur¢iaku sa uskuto¢nilo s pouzitim mustu Rizling rynsky roénik 2018. Viabilita
kvasiniek sa sledovala vysevom na YDA médium a naslednym pocitanim koléniotvornych jednotiek
(CFU).
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Vysledky a diskusia

Skiimany probioticky kmen ukazal schopnost’ utilizovat’ vsetky skimané zdroje uhlika, na rozdiel
od kontrolného kmena ktory niektoré uhlikaté zdroje utilizovat’ nedokazal. B-Glukozidazova aktivita
bola semikvantitativne vyhodnotena ako pozitivna pre oba skimané kmene. Kultivacia na BiGGY
agare ukazala vys$iu citlivost’ na nedostatok utilizovate'ného dusika v tuhom prostredi pri kmeni
Saccharomyces cerevisiae.

Hrani¢na hodnota koncentracie glukozy, pri ktorej kvasinky este dokazali rast’, je pre S. boulardii
50% a pre S. cerevisiae 45%, hrani¢na koncentracia etanolu je pre oba kmene 14% obj.. S. cerevisiae
dokaze za rovnaky Cas prekvasit’ viac glukozy na etanol nez S. boulardii, skutocné hodnoty etanolu,
ktoré kvasinky dokazali vyprodukovat, su 13,7 a 9,6 % obj.. Z vysledkov experimentalnej
fermentacie v prostredi bez vitaminov a v médiu bohatom na tieto Ziviny je zrejmé, Ze rast kvasiniek
v prostredi chudobnom na vitaminy je spomaleny a narast biomasy je nizky. Hrani¢na hodnota
nevyhnutna pre bezproblémovy priebeh fermentacie je pre S. cerevisiae 229 mg/1 utilizovateného
dusika. S. boulardii fermentuje najlepsie pri najvyssej koncentracii utilizovateI'ného dusika, a to pri
286 mg/l. Pri experimente zameranom na utilizaciu kyseliny jabl¢nej ako jediného zdroja uhlika sme
pozorovali nizky narast biomasy z dévodu absencie glukézy v médiu. V aerébnom rezime nebol v
médiu pritomny etanol, v anaerdbnom rezime sa vytvorilo len malé mnozstvo etanolu. Oba kmene
kyselinu jablénu utilizovali, priCom utilizacia pri aerébnom spdsobe kultivacie bola vyssia. Stupen
degradacie sa pri S. cerevisiae zvysil z 22% na 30 % a pri S. boulardii z 16 % na 20 %. V druhom
experimente utilizacie kyseliny jablénej bola v médiu okrem kyseliny jablénej pritomna aj glukéza
pri koncentracii, ktora je bezna pre hroznovy must. V tomto pripade sme pozorovali zna¢ny narast
biomasy. V oboch fermentacnych rezimoch bol pritomny etanol, a to takmer v rovnakom mnozstve.
V oboch rezimoch doslo k utilizacii kyseliny jablénej, av§ak teraz nebol rozdiel medzi aerobnym a
anaerobnym rezimom taky vyrazny. Stupen degradacie kyseliny jablénej sa znizil z 21 % na 19 %
pre S. cerevisiae, a zvysil z 15 % na 17 % pri S. boulardii. Kvasenie mustu sme sledovali 40 dni.
Vazenim sme urc€ili produkciu CO: a etanolu. Vykonali sme aj HPLC analyzu na ziskanie presnych
tidajov o priebehu fermentacie. Zo ziskanych idajov sme stanovili dizku trvania §tadia bur&iaku pre
jednotlivé kmene.
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Uvod

Trendom dnesnej doby su zdravé potraviny s pridanou hodnotou, akymi mézu byt potraviny
obsahujtice probiotické kultury. Tieto potraviny zlepSuju imunitu jedinca, travenie aj vstrebavanie
zivin [1]. Tradi¢ne sa probiotické potraviny vnimaji ako produkty kyslo-mliecnej fermentacie, ako
st fermentovana zelenina a mliecne produkty. Saccharomyces boulardii je druh kvasinky, ktora
vykazuje probiotické vlastnosti a ma potvrdeny pozitivny vplyv na gastrointestinalny trakt cloveka
[2]. Doposial’ bolo majoritné vyuzitie tohto druhu kvasiniek vo farmaceutickom priemysle, kde sa
komer¢ne predava ako lie€ivo proti traviacim tazkostiam. Z enologického hl'adiska bol tento kmen
uz izolovany aj z hrozna odrody Merlot pri spontannej fermentécii [3] a taktiez sa pouzil na vyrobu
dealkoholizovaného ruzového vina [4]. Vdaka vysokej podobnosti s enologickou kvasinkou
Saccharomyces cerevisiae je vhodnym kandiddtom na fermentaciu hroznového mustu. Cielom
takejto fermentacie je vytvorenie burciaku s viabilnymi kultarami probiotickych kvasiniek
anasledne vino s postbiotickymi vlastnostami vd’aka produkcii kratkoretazcovych mastnych
kyselin (SCFA) a rozvetvenych mastnych kyselin (BCFA) pocas fermentécie [5].

Experimentalna cast’

V praci sme sa zamerali na 3 komerc¢né kmene Saccharomyces boulardii, ktoré si dalej
oznacované ako SB1 (Hansen CBS 5926), SB2 (DBVPG 6763) a SB3 (CNCM I1-745). Ako
kontrola bola vyuzita autochténna enologicka kvasinka Saccharomyces cerevisiae, ktora bola d’alej
oznacovana ako SC.

Sledovanym kvasinkam bol vyhodnoteny teplotny profil fermentacie YD média pri teplotach:
15, 20 a 25 °C po dobu 28 dni pre teplotu 20 a 25 °C alebo do ukoncenia fermentacie pri teplote
15 °C. Z tychto merani bola vypocitana rychlost’ fermentacie pre jednotlivé druhy a bola sledovana
produkcia etanolu.

Probiotické kvasinky boli nasledne pouZité na samostatnu fermentaciu 2,5 L hroznového mustu
odrody Rizling vlassky, ro¢nik 2024. Must bol pred fermentaciou sterilizovany dvojnasobnou
mikrofiltriciou avo fermentore zaokovany na koncentraciu 1.10° b/mL. Fermenticia vo
fermentore prebichala 14 dni pri teplote 18 °C. Po ukonceni burlivej fermentéacie (14. deil) bolo
médium stiahnuté do sklenenych flia§ s kvasnym uzaverom, kde fermentacia pokracovala pri
teplote 16 °C.

Vysledky a diskusia

Z vysledkov teplotného profilu fermenticie bola zistend etanolova produkcia jednotlivych
kmenov kvasiniek. Pri teplote 15 a20 °C bola koncentracia etanolu porovnatelnd medzi
sledovanymi kmenimi probiotickych kvasiniek a kontrolou. Produkcia etanolu pri teplote 25 °C bola
0 10 % niz8ia u probiotickych kmenov v porovnani s kontrolou. Z hl'adiska rychlosti fermentacie
boli sledované kmene navzajom porovnatelné v linearnej oblasti fermentacie. Produkcia etanolu
bola vyssia pri kontrolnej kvasinke Saccharomyces cerevisiae pri teplotach 20 a25 °C, no
probiotické kmene produkovali pri teplote 15 °C vys§ie mnozstvo etanolu.
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Fermentécia hroznového mustu prebiehala pomalSie pri fermentécii s probiotickymi kvasinkami
v porovnani s kontrolou do dosiahnutia suchého vina. Probiotické kmene vyprodukovali nizsie
mnozstvo etanolu, no pocas fermentacie vyprodukovali zlu€eniny, ktoré dodavaji vinu postbiotické
vlastnosti. Z hl'adiska senzorického profilu produkuji sledované kmene prijemné aromatické latky,
ako su 2-fenyletanol (svieza, kvetinova), 3-metyl-1-butanol (ovocna) a izobutylacetat (ovocna), no
probiotické kmene produkuju nizSie koncentracie v porovnani so S. cerevisiae. Produkcia kyseliny
octovej je porovnatelna medzi pozorovanymi kmenmi. Senzoricka analyza jednotlivych vin bola
uspokojiva medzi vSetkymi fermentaciami s jemnymi odlisnost'ami v aréme a chuti vina.

Zaver

Probiotickd kvasinka Saccharomyces boulardii vykazuje vlastnosti, vdaka ktorym je schopna
samostatnej fermentacie hroznového mustu. Vysledkom je vino s prijemnymi senzorickymi
vlastnost’ami obohatené o postbiotické zluceniny (SCFA a BCFA).
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Introduction

Saccharomyces cerevisiae has been applied in winemaking for centuries. Its pure cultures are still
preferred to use due to the high ethanol production, predictability of the fermentation process and
balanced sensory profile of produced wine. On the other hand, indigenous non-Saccharomyces yeasts
have been considered contaminants. In recent years, the role of these yeasts on the aromatic
complexity of wine has been discovered [1,2]. The given work studied the influence of yeasts of the
genus Metschnikowia on resulting chemical composition of wine. Specifically, M. viticola was tested
for production of sensory important volatile compounds. It was confirmed that this yeast species can
be applied in winemaking as a starter culture in sequential fermentations with S. cerevisiae in order
to reduce ethanol content of the product and improve its flavor.

Experimental Part

Within the confines of this work, a pure culture of M. viticola (MV, CCY 069-005-001) was tested
from the microbiological and oenological point of view and compared with a pure culture of S.
cerevisiae (RRG-2). Pure and mixed anaerobic fermentations, as well as sequential aerobic-anaerobic
fermentations, were performed in order to evaluate the role of M. viticola in production of wine with
a lower ethanol content and increased concentrations of sensory important volatile compounds.
Additionally, behavior of the studied yeast cultures in aerobic and anaerobic conditions was tested
and the optimal time of S. cerevisiae inoculation during sequential fermentation was determined. The
chemical profile of the fermented medium was analyzed by means of HPLC and GC.

Results and Discussion

Based on the microscopic observations, M. viticola forms a richly branched pseudohyphae and,
as a result of sexual reproduction, it creates chlamydospores, from which asci can be developed [3].
It was experimentally determined that the studied M. viticola culture can tolerate up to 4 % v/v of
ethanol and 40 % w/w of glucose. This yeast shows a high B-glucosidase activity and does not release
hydrogen sulfide in the lack of yeast assimilable nitrogen [4].

The results confirmed that aerobic conditions are more suitable for M. viticola as the fermentation
proceeded faster and sensory important volatile compounds were produced in higher concentrations.
However, as this yeast species is characterized by a low ethanol tolerance, it is not able to complete
a fermentation. On the other hand, sequential fermentations, started by M. viticola aerobically and
proceeded by S. cerevisiae anaerobically, represent a compromise for reducing ethanol content and
increasing production of volatile organic compounds (such as 2-methyl-1-propanol, 3-methyl-1-
butanol, and 2-phenylethanol) positively influencing wine taste and aroma [5].
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Conclusion

Metschnikowia viticola was described relatively recently and represents a broad field for the
further research. The given work confirms that this yeast can be applied as a starter culture in
sequential fermentation method with S. cerevisiae continuing the process. Based on the results of
HPLC analysis, the medium fermented by MV for 48 h and completed by RRG-2 contained 0.8 % v/v
less ethanol than after pure S. cerevisiae anaerobic fermentation; while the sample fermented by MV
for 72 h and completed by RRG-2 contained 1.3 % v/v less ethanol.
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Teoreticka ¢ast’

Aldo-ketoreduktazy tvoria nadrodinu NADPH — dependentnych enzymov, ktoré katalyzuji
oxido-redukéné reakcie so $irokou $kalou prirodnych a syntetickych substratov [1]. Okrem spolo¢ne;j
trojrozmernej Struktary ((o/f)s — barel) st charakteristické aj rovnakym reakénym mechanizmom
katalyzy redukcie karbonylovych funkénych skupin. NajcastejSie existuji ako monoméry s
molekulovou hmotnostou 35-37 kDa. Proteinova Struktira aldo-ketoreduktdz je charakterizovana
evoluéne vysoko konzervovanou Strukturou (a/f)s — barel a katalytickou tetradou. Katalyticky
aktivne miesto sa nachadza na C-terminalnom konci B-barelu, hlboko v $trbine, pricom kofaktor sa
viaze v centre tohto aktivneho miesta. Polypeptidovy retazec je prevazne tvoreny 320-timi
aminokyselinami [1]. Tento (o/f)s— barel taktiez obsahuje dva d’alSie helixy a na zadnej strane barelu
sa nachadzaju tri vel'ké slucky (A-, B-, C-), ktoré determinuju substratovu $pecificitu. Na C-konci je
lokalizované aktivne miesto, kde dochadza k rozpoznévaniu a naviazaniu substratu. Aktivne miesto
obsahuje katalyticktl tetradu pozostavajicu zo Styroch aminokyselin: asparaginu, tyrozinu, lyzinu
a histidinu (ASP-TYR-LYS-HIS) [2].

Je popisané, ze AKR su nadmerne exprimované vo vel’kom poéte 'udskych nadorov a dokazu
sprostredkovat’ rezistenciu vo¢i chemoterapeutikam a antihormonalnym terapiam [1]. Z tohto dévodu
je opodstatnené §tudium tychto enzymov a ich inhibitorov pre vyvoj ucinnych lieciv, ktoré mozu
prekonat’ tato rezistenciu tym, ze budu inhibovat’ aktivitu AKR s cielom zlepSenia klinického
vysledku.

Enzym, ktorému sa podrobnejsie venujeme Vv tejto praci je cytosolicka aldozareduktaza tenkého
¢reva - AKR1BI10, ktoré je prirodzene exprimovand v gastrointestindlnom trakte, kde zabezpecuje
homeostazu. AKR1B10 funguje ako onkogénny protein, ktory podporuje vyvoj a progresiu nadoru,
zohrava tlohu v chemorezistencii a skory relaps pri réznych typoch rakoviny [3]. V medicine funguje
ako maligny marker, pre svoju nadmernu expresiu pri rdznych typoch rakoviny (prsnika, pI'ic, pecene
a inych). Ma vysoku sekvenénu identitu a substratovi podobnost’ s enzymom AKR1B1, ¢o vyrazne
stazuje vyvoj novych inhibitorov, ktoré by poskytovali dostatocnu selektivitu [4]. V sucasnosti sa
vyvijaju nové zluceniny a pristupy, ktoré by zabezpecili zdravotnii neSkodnost’ a vyssiu ucinnost’
inhibicie AKR.

Experimentalna cast’

V experimentalnej Casti sme sa zamerali na vytvorenie protokolu merania enzymovej aktivity
P'udského rekombinantného AKR1B10 na zariadeni Varioskan™ LUX Microplate Reader. Sledoval
sa pokles absorbancie kofaktora NADPH v reakénej zmesi pri podmienkach: substrat —
glyceraldehyd, teplota 30°C apH 7,0. Pre stanovenie zakladnych kinetickych parametrov Km
(Michaelisova konStanta) a Vmax (maximalna rychlost’ reakcie) bola pouzitd nelinearna regresia.
Meranie sa uskutocnilo v 96-jamkovej mikrotitracnej platni pristrojom Varioskan™ LUX Multimode
Microplate Reader. Existuje viacero sposobov uréenia inhibi¢nej aktivity inhibitora, v tejto praci sme
vyuzili uréenie hodnoty ICso, ktora je v praxi najvyuzivanejSou hodnotou pri hodnoteni interakcie
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medzi enzymom a inhibitorom. Inhibi¢nd aktivita enzymu AKRIB10 bola stanovena
spektrofotometricky pre tri rozne inhibitory — Tolrestat, Epalrestat, Cemtirestat (Obr.1.).

Q
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o Ty

Tolrestat Epalrestat Cemtirestat

Obr. 1. Struktiira tolrestatu, epalrestatu [4] a cemtirestatu [5].

Zaver

Bola navrhnutd a optimalizovana rychlometéoda pre meranie aktivity enzymu AKR1B10 na
mikroplatnickovom readeri v naSich experimentadlnych podmienkach. Pri merani kinetickych
parametrov a zaroven inhibi¢nych konstant sme pozorovali inhibiciu pritomnym substratom. Ziskané
vysledky poskytuju detailnejsi pohl'ad na mechanizmus inhibicie AKR1B10 a m6zu byt prinosné pri
navrhovani selektivnych inhibitorov tohto enzymu a slizit’ ako dobry zéklad pre d’alSie experimenty.
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Uvod

Enzymy ako biologické katalyzatory zohravajii kIaicovu ulohu v mnohych priemyselnych
odvetviach. Mimoriadne zaujimavu skupinu predstavuju maltooligosacharid-produkujiice amylazy
(MPA), ktoré Stiepia Skrob na kratSie glukézové retazce — maltooligosacharidy. Vyznamnym
predstavitelom tejto skupiny je G4-o-amylaza, znama ako maltotetradzu tvoriaca amylaza. Tento
enzym katalyzuje hydrolyzu Skrobu za vzniku maltotetradzy, oligosacharidu zlozeného zo Styroch
glukozovych jednotiek.

Maltotetrabza ma S$iroké priemyselné a biochemické vyuzitie. Vdaka hygroskopickym
vlastnostiam slizi ako regulator vlhkosti a pridavok G4-amylazy alebo maltotetradzy ku skrobu
zabranuje jeho retrogradacii, ¢im spomaluje tvrdnutie peciva. Efektivne inhibuje krystalizaciu
sachardzy, ¢im prispieva k zlepSeniu textiry ¢okolady, a vyuziva sa aj ako mierne sladidlo v detskej
vyzive. Ked’Zze nie je l'ahko fermentovatelnd, brani tvorbe vysoko polymérnych glukdnov, ¢im
napomaha prevencii zubného kazu a podporuje rast prospesnych érevnych baktérii [1-3].

V biochemickych a farmaceutickych aplikaciach nachadzaju derivaty maltotetradzy Siroké
uplatnenie. Chemické modifikacie umoziuji ziskat latky s roznymi fyzikalno-chemickymi
vlastnostami — fluérogénne maltooligosacharidy sa pouzivajui na presné spektrofotometrické
stanovenie enzymovej aktivity, alkylmaltooligosacharidy ako netoxické nosice lie¢iv a sulfatované
derivaty vykazuju antiviralnu aktivitu, ¢o naznacuje ich potencial pri lieCbe HIV [2]. Tieto poznatky
zdoraznuju vyznam G4-amylazy ako perspektivneho biokatalyzatora s vysokym aplikaénym
potencialom jej produktu v potravinarskom, biochemickom a farmaceutickom priemysle.

S rastiicim zdujmom o vyuzitie enzymov v priemyselnych procesoch sa pozornost’ sustred’uje aj
na metddy zvySujuce ich efektivitu a stabilitu. Volné enzymy maju obmedzent Zivotnost' a
nemozno ich opakovane pouzit. RieSenim je imobilizacia — fixacia na pevny nosi¢ alebo uzavretie
do vhodnej matrice, ¢o zvySuje stabilitu, umoziuje jednoduchu separaciu a opdtovné pouzitie, ¢im
sa znizuji vyrobné naklady.

Hoci imobilizacia a-amylaz bola rozsiahlo preskimana, poznatky o imobilizacii G4-amylazy su
v literatiire pomerne obmedzené.

Experimentalna ¢ast’

Rekombinantna G4-a-amylaza bola pripravena fermentacne v naSom laboratoériu. Purifikovany
enzym sa nasledne imobilizoval dvoma spdsobmi — afinitne na nosi¢ aktivovany Ni** alebo Co*"
ionmi (Ni- a Co-imobilizat) a kovalentne na nosi¢ aktivovany glutaraldehydom (C6-imobilizat).
Aktivita volného aj imobilizovaného enzymu bola stanovend v naSich experimentalnych
podmienkach: substrat: maltodextrin, teplota 40°C a pH 8. Koncentracia substratu, resp. produktov
bola analyzovana pomocou HPLC.
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Vysledky a diskusia

Rekombinantnd G4-a-amylaza bola uspesne exprimovana v bakterialnom systéme Escherichia
coli. Po izoléacii a purifikacii bola enzymova forma imobilizovana na dvoch odlisnych typoch
nosicov. Imobilizat s viazanymi i6nmi Ni*" vykazoval spociatku uspokojivil aktivitu, ktora vsak
postupne klesala v priebehu opakovanych cyklov v dosledku vymyvania enzymu z nosica. Pridanie
Ca?" i6nov do skladovacieho roztoku vyrazne zvysilo stabilitu enzymu, ked’ze tieto i6ny prispeli k
udrzaniu jeho $trukturnej integrity a spomalili stratu aktivity.
Imobilizat s ionmi Co*" dosiahol vysSiu pociatoénu aktivitu ako Ni**-imobilizat, avSak jeho stabilita
bola niz§ia a aktivita prudko klesala uz po druhom cykle. Tento spdsob imobilizacie sa preto ukazal
ako nevhodny pre aplikacie, kde je ziaduca nizka miera uvolfiovania enzymu, ¢o potvrdila aj
kvantifikécia bielkovin vo vyluhovych roztokoch.

Naopak, kovalentna imobilizacia poskytla vel'mi stabilny imobilizat s vysokou odolnostou pri
opakovanom pouziti. Napriek vyraznej strate aktivity po procese imobilizacie bol tento pristup z
dlhodobého hl'adiska najvyhodnejsi z hl'adiska stability a Zivotnosti biokatalyzatora.

Zaver

Ziskané vysledky poukazuji na to, ze vyber vhodnej imobilizacnej stratégie predstavuje
kompromis medzi pociato¢nou aktivitou a dlhodobou stabilitou enzymu. Afinitna imobilizacia je
vhodna pre rychle a regenerovatel'né systémy, zatial’ o kovalentna imobilizacia umoziuje pripravu
trvacnych a robustnych biokatalyzatorov.
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Uvod

Z technologického hl'adiska je pri polyméroch potrebné poznat' najvyssie bezpecné teploty, pri
ktorych material nepodlieha termickej degradacii pocas spracovania. Tato praca je preto venovana
izokonverznej kinetickej analyze termickej degradacie kompozitov kyseliny polymlie¢nej (PLA)
s obsahom biodegradovatel'nych plniv na baze slamy (STR) a vyliskov zo semien slne¢nice (SUN).

Na odhad termickej stability PLA s plnivami v zavislosti od teploty boli ziskané TG data pri
roznych rychlostiach ohrevu vyhodnotené pomocou prirastkovej izokonverznej metédy. Metdda je
podrobne vysvetlena v praci [1], pricom vychadza zo vSeobecnej rychlostnej rovnice, v ktorej
teplotna zavislost’ rychlosti procesu je vyjadrena Arrheniovou rovnicou. Za predpokladu dostatoéne
malého kroku konverzie a; — a;-1 pri linedrnom ohreve konstantnou rychlostou g = d7/d¢, potom
regresny model ma tvar:

T-[ A, exp(E /RTY O

1

kde teploty Ti-1 a T; zodpovedaji dosiahnutiu konverzii o;-1 a a;. Parameter 4; v rovnici (1) je
definovany ako [F(ai) — F(ai-1)]/Ak, priCom F je primitivna funkcia k prevratenej konverznej funkcii.
Pri vyhodnoteni prvého kroku konverzie (0 az 1) sa predpoklada 7i-1 = 0. Rovnica (1) umoziuje zo
série merani pri r6znych rychlostiach ohrevu ziskat’ kinetické parametre (4; a E;), ktoré je nasledne
mozné pouzit’ na modelovanie kinetiky $tudovaného deja.

Experimentalna cast’

Pouzita bola komeréna PLA typu Ingeo 2003D; plniva STR a SUN boli rozomleté na frakciu pod
250 um. Termicka stabilita bola Studovana pouzitim simultanneho termického analyzatora Seiko
(SII) TG/DTA 6300. Vzorky vaziace 5-6 mg boli merané v otvorenych korundovych téglikoch. Ako
ogistny plyn bol pouzity dusik (>99,999 %) s prietokom 100 mL min~! v teplotnom intervale 40 aZ
550 °C s rychlostami ohrevu 1, 3,5, 7 a 10 °C min™.

Vysledky a diskusia

Z TG zaznamov termickej degradacie vyplyva, ze vo vSetkych pripadoch pridavok plniva viedol
k poklesu termickej stability v porovnani s pdvodnou matricou PLA. V pripade oboch plniv (SUN aj
STR) je posun podobny a zavisly od obsahu plniva: hmotnostny pokles 10 % sa v pripade pdvodne;j
PLA pozoroval pri 326 °C, v pripade plniva SUN sa znizil na 297 °C (10 %) resp. 283 °C (20 %), pre
plnivo STR zasa 295 °C (10 %) resp. 285 °C (20 %). Uvedené teploty je pomerne t'azké interpretovat’
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v kontexte termickej stability, ked’ze sl viazané na konkrétnu rychlost’ ohrevu a zachytavaju len jeden
bod priebehu degradacie.

Po vykonani izokonverznej kinetickej analyzy pomocou rovnice (1) s a; — ai-1 = 0,05 sme ziskali
kinetické parametre. Z niz8ich hodndt zdanlivej aktivacnej energie opdt vyplyva nizsia termicka
stabilita kompozitov v porovnani s ¢istou PLA. Na rozdiel od aktivaénej energie podstatne lepSiu
predstavu o rychlosti procesu a teda aj o stabilite ziskame z veli¢in, ktoré st priamo meratel'né. Dobre
interpretovatelnou mierou stability je napr. izotermicky izokonverzny ¢as. V pripade prirastkovej
izokonverznej metoédy zalozenej na Arrheniovej teplotnej funkcii sa ¢as At potrebny na zmenu
konverzie medzi dvoma izokonverznymi hladinami a; a a1 pri teplote 7 vypocita z rovnice:

At, = 4, exp(E,/RT), 2

pri¢om celkovy ¢as na dosiahnutie danej konverzie je dany suctom predchadzajucich prirastkov [2].
Zvolena teplota bola 300 °C, ktora je blizko intervalu TG merani. Jedna sa o vysoku teplotu, ale je
zname, ze extrapolacia Arrheniovej rovnice do nizSich teplot poskytuje nespolahlivé (obvykle
nadhodnotené) vysledky [3]. Na Obr. 1 st izotermické izokonverzné ¢asy kompozitov normalizované
na Cistid PLA. Z tychto grafov je evidentné, ze plnenie PLA s tymito plnivami spdsobuje znizenie
termickej stability. Vzorky STR 20 % resp. SUN 20 % vykazuji len zhruba 10 % stability
v porovnani s ¢istou PLA; pri vzorkach STR 10 % resp. SUN 10 % je destabilizacia zhruba polovi¢na
(20 % stability v porovnani s ¢istou PLA).
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Obr. 1: Vyhodnotenie termickej stability ako pomer ti/tpLa od konverzie — (a) STR, (b) SUN

Zaver

Vysledky izokonverznej kinetickej analyzy ukazali, Ze plnenie PLA slamou alebo vyliskami
slnecnicovych semien vedie k zniZeniu jej termickej stability. Destabilizacny efekt je v oboch
pripadoch podobny a priblizne tmerny mnozstvu plniva; vzorky s obsahom 20 % plniva vykazovali
len zhruba 10 % stability Cistej PLA. Destabilizacia je zrejme spdsobend pyrolyzou samotnych plniv.
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Uvod
Kinetické analyza termoanalytickych dat asto vychadza zo vS§eobecnej rychlostnej rovnice

da
3 = KOf @, (M

kde a je stupen premeny (konverzia), ¢ ¢as, k(T) teplotna funkcia a fla) funkcia konverzie [1, 2].
Rovnica (1) predstavuje tzv. jednokrokovu aproximaciu, ktorda nahrddza subor niekolkych
diferencialnych rychlostnych rovnic. V pripade reakcie typu

A - produkty )
definujeme stupen premeny reaktanta pomocou klasickej kinetiky obvykle vztahom
0
np — Ny
iin = ——5— 3)
LD

teda ako normalizovanu spotrebu reaktanta A. Naproti tomu, v termickej analyze definujeme stupefi
premeny ako podiel parcialnej zmeny sledovanej veli¢iny pri teplote 7 (pri izotermickych meraniach
v ¢ase f) k celkovému efektu:
o= AX(T) @)
AXtotal
V pripade elementarnej reakcie typu naznaéenom v rovnici (2) dostavame ay;, = «. Pre dvojicu
paralelnych reakcii je vztah medzi a a ay;, na zaklade definicie v rovnici (3) a (4) dany rovnicou

_|,.nc
Ayin = 1+n—0(P— 1)
A

nc

a—-—@-1, Q)
O

kde p je pomer reakénych entalpii jednotlivych procesov, p = A H,/A.H, pre DSC, resp. pre TG ako
pomer priemernych molarnych hmotnosti plynnych zloziek vzniknutych z oboch reakcii p = M, /M,
Analogicky k rovnici (5) dostaneme v pripade dvoch postupnych reakcii vzt'ah

nc
agin = (1 +pla ——p ©)
LD
platny pre DSC aj TG so zodpovedajicimi definiciami parametra p.
Numerické simulacie
Pre ucely nasej prace bol vygenerovany subor tidajov pre dve paralelné a dve postupné reakcie
prvého poriadku, pricom rychlostné konstanty boli dané prislusnymi Arrheniovymi rovnicami [4].

Hodnoty n, (T), ng(T), nc(T) boli simulované pre rychlosti ohrevu 1, 3, 5, 7 a 10 K min™!. Tieto
hodnoty boli nasledne pouzité na vypocet stupiia premeny z rovnic (5) a (6). Simulované krivky boli
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nasledne analyzované prirastkovou izokonverznou metodou [2] pre p = 0 (tzn. A — C je atermickd),
1/2,1,2,5 a oo (tzn. A = B je atermicka) pre paralelné reakcie a pre postupné reakcie s p = 1/5, 1/2,
1,2,5ac0.

Vysledky a diskusia

Na Obrazku 1 pre paralelné reakcie s p = 0 vidime, Ze napriklad izokonverzna hladina a = 0,3
zodpoveda hodnotam kinetického stuptia premeny ay;, v rozsahu od 0,43 az 0,55 v zavislosti od
rychlosti ohrevu a kons$tantnej hodnote a zodpovedaji sustavy s roznym zlozenim.
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Obrazok 1. Vzt'ah medzi a (zvisla 0s) a @y, (vodorovna os) pri réznych hodnotach parametra p pre paralelné reakcie
(horny rad) a postupné reakcie (dolny rad). PreruSovana ¢iara zodpoveda situacii @ = iy

Pre postupné reakcie je rozdiel medzi a a ay;, eSte vyraznejsi a viac zavisly od rychlosti ohrevu
aparametra p. V pripade, ak p =0 by zlozend reakcia navonok vykazovala na zdklade
termoanalytickych dat kinetické spravanie neodlisiteI'né od elementarnej reakcie.

Zavislosti aktivaénych energii od konverzie, ako aj predikcia a(t) kriviek pri r6znych hodnotach
parametra p dokazuju, ze pomery velkosti termoanalytickych efektov jednotlivych krokov
mechanizmu maju vyrazny efekt a ze termoanalytické efekty je mozné neuvazovat’ len v pripade,
kedy ayin = a.

Zaver

Kinetické parametre ziskané z termoanalytickych dat metddami zaloZzenymi na rieSeni vSeobecnej
rychlostnej rovnice opisuju rychlost’ zmeny termoanalytickych efektov, napr. vymenené teplo (DSC),
resp. zmena hmotnosti (TG). Tieto parametre nemaju jasny fyzikalny vyznam a nie je mozné ich
spolahlivo pouzit’ na ivahy o mechanizme zlozenych reakcii. Ako vidiet, a a ay;, nie si navzajom
rovné ani priamo imerné a pri zlozitejSich mechanizmoch méze byt ich vzt'ah vyrazne odlisny [4].

Pod’akovanie: Tento vyskum bol financovany zgrantu VEGA 1/0498/22 , Aplikacia
izokonverznych metdd na Stadium stability materidlov®.

Literatira

[1] Simon, P. J. Therm. Anal. Calorim. 2007, 88, 709 — 715.

[2] Simon, P. J. Therm. Anal. Calorim. 2004, 76, 123 — 132.

[3] Dubaj, T., Cibulkova Z., Simon P. J. Comput. Chem. 2015, 36, 392 — 398.

[4] Simon, P., Skrdla P. J., Dubaj T., Cibulkov4 Z. Thermochim. Acta 2025, 745, 179933.

174



Nova metéda pre odcitanie redoxného potenciilu z cyklickej
voltametrie

Martin Puffler, Michal Majek

Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Katedra organickej chémie,
Mlynska dolina, 1lkovic¢ova 6, 842 15 Bratislava, Slovenska republika

puffler2@uniba.sk
Uvod

Znalost’ redoxnych potencidlov organickych molekul je nevyhnutna pre pochopenie procesov v
mnohych oblastiach modernej organickej chémie. Ich vyuzitie siaha od interpretacie reakénych
mechanizmov vo fotoredoxnej katalyze, cez navrh latok s poZzadovanymi vlastnost’ami v materialove;j
chémii, az po detailnejsi opis procesov prebiehajucich v zivych organizmoch.

V stcasnosti st dostupné ako experimentalne, tak aj teoretické pristupy na uréovanie redoxnych
potencidlov. So zvySujucim sa zaujmom o tieto veliiny rastie aj potreba zvySovania presnosti ich
predikcie a stanovenia. Teoretické metddy sice umoziuju efektivnu predpoved redoxnych
potencidlov najma pri neznamych zluceninach a nestalych intermediatoch, no ich spolahlivost’ musi
byt validovana experimentalnymi datami.

NajcastejSie pouzivanou experimentalnou metdédou na stanovenie redoxného potencidlu je
cyklicka voltametria. V pripade reverzibilnych elektrochemickych procesov je uréovanie potencialu
relativne jednoduché, avsak pri ireverzibilnych procesoch sa stdva znacne komplikovanym. Medzi
viacerymi navrhovanymi pristupmi sa ako mozné rieSenia ukazali vyuzitie hrani¢ného potencialu,
potenciélu v inflexnom bode, potencialu v polovici piku ¢i potencidlu v maxime alebo minime piku.
Nedavne stadie naznacuju, ze spomedzi tychto moznosti poskytuje najspolahlivejsie vysledky prave
potencial v inflexnom bode,' aviak jeho fyzikalne opodstatnenie nie je jasné a miera neistoty jeho
urcenia zostava neznama.

Tato praca sa zameriava na predstavenie novej metddy urovania redoxnych potencialov z
polarizacnych kriviek v pripade ireverzibilnych redoxnych procesov. Navrhovany pristup vyuziva
fitovanie experimentalnych dat modelom zalozenym na popise transportnych javov v blizkosti
elektrody. Nasledne je pomocou Statistickych testov vyhodnotena kvalita tejto metody a jej presnost’
porovnana s doteraz najpouzivanej$im pristupom — stanovenim potencialu v inflexnom bode.

Experimentalna ¢ast’

Vsetky merané latky boli komer¢ne dostupné (Sigma Aldrich, Acros, Alfa Aesar). Ich ¢istota bola
skontrolovana pomocou NMR pristroja Bruker Avance NEO 400 (400 MHz pre 'H).

Cyklicka voltametria bola merana na pristroji PalmSens4. Ako pracovna elektroda bol pouzity
skleny grafit, pomocna elektroda bol platinovy drotik a referencéna elektréda bola ANE2. Merania
boli vykonané v bezvodom acetonitrile od spoloénosti Acros Organics. Vyhodnotenie redoxnych
potencialov v reverzibilnom pripade bolo uskuto¢nené pomocou programu PSTrace 5.8. Nova
metdda na fitovanie redoxnych potencialov pomocou difizneho modelu bola implementovana
v jazyku python 3.12.5.
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Vysledky a diskusia

V prostredi pythonu 3.12.5 bol vytvoreny skript, ktory riesi difuzne rovnice pre oxidovanu aj
redukovanu formu Studovaného analytu. Vstupnymi parametrami modelu st redoxny potencial,
diftizny koeficient, rychlostna konstanta elektrochemickej reakcie, transmisny koeficient, skenovacia
rychlost’ a potencidlovy rozsah. Diflizna rovnica je rieSend pomocou implicitnej numerickej metody
so zohl'adnenim rozsirujiceho sa pol'a hodnét nezavislej premennej.> Vysledny model bol nasledne
pouzity na fitovanie experimentalnych dat.

Na statistické overenie spol'ahlivosti navrhovanej metddy boli experimentalne stanovené redoxné
potencialy pomocou cyklickej voltametrie pre ferocén a DDQ, pri ktorych reverzibilita procesu
zarucuje presnost’ experimentalnych hodnot. Pomocou ANOVA testu bolo preukazané, Ze potencialy
ur¢ené v inflexnom bode vykazujii niz§iu spolahlivost’ v porovnani s potencialmi ziskanymi nasim
modelom.!

Okrem ANOVA analyzy bola vykonan4 aj rezidudlna analyza fitovanych dat,? pri¢om rozdelenie
jednotlivych rezidui bolo normalne. Tento vysledok potvrdzuje, Ze navrhovany model adekvatne
opisuje experimentalne udaje.

Dalej bol analyzovany nitril kyseliny 4-brombenzoovej, ktory sa vyznaluje ireverzibilnym
spravanim. Po zahrnuti naslednej chemickej reakcie do modelu bolo opéat’ pozorované normalne
rozdelenie rezidui, ¢o potvrdzuje univerzalnost’ pristupu aj pri ireverzibilnych procesoch. Navyse,
rozdiel medzi potencidlom ziskanym na$im modelom a potencidlom v inflexnom bode presiahol
150 mV, ¢o poukazuje na vyznamnu odchylku medzi oboma metédami. Pomocou matice kovariancie
bol zaroven vykonany hruby odhad neistot fitovanych parametrov.

Zaver

Bola vyvinuta nova metdda na uréovanie redoxnych potencialov zaloZena na fitovani polariza¢ne;j
krivky modelom, ktory opisuje transportné procesy v blizkosti elektrédy. Spolahlivost’ vyvinutého
modelu bola overend pomocou ANOVA analyzy, pricom vysledky preukazali vysSiu presnost’ v
porovnani s metddou urcovania potencialu v inflexnom bode.

V pripade ireverzibilného spravania nitrilu kyseliny 4-brémbenzoovej bola zaznamenana
odchylka medzi potencidlom uréenym pomocou navrhovaného modelu a potencidlom v inflexnom
bode presahujiica 150 mV, ¢o poukazuje na vyznamné zlepsenie presnosti novej metody.
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Introduction:

Ion association complexes (IAs) are a very useful analytical form for analysis, technology and other
fields [1]. We believe aggregation phenomena is behind formation of heavy dye ions that interact with
analyte precipitating into flaky IAs with shifts in absorption spectra. It is well known that Rhodamines
at certain concentrations have propensity towards self-aggregation, this is widely utilized already,
especially when spectrophotometers are available at virtually any lab. Another prominent group of dyes
for these types of reactions is polymethines. Our goal is using the Electronic Structure Theory, in
conjunction with experimental data of IA formation or destruction depending on solvents, to develop a
valid theoretical model that would reaffirm thermodynamic feasibility of Rhodamines aggregation and
apply it to a polymethine to confirm our findings on aggregation as primary cause of IA formation and
thereby reassure our numerous successful determinations based on IAs formation reaction. Molecular
modeling is instrumental because one can win up to 16x timewise due to scaling with system being
more just twice smaller. The model molecule should, however, retain strong enough pivotal interactions
like in our case m — 7 dispersion interactions, see Fig. 1a. We chose anthracene as model for Rhodamine
6G(R6QG). It is worth noting that others have already done the same [2]. To model Astrophloxine,
another polymethine was employed, see Fig. 1b.

Computational details

PCM10 software package was used for conformational analysis. Frequency and optimization
calculations were performed in Gaussian 09W and visualized in Gausview 6. All calculations were
performed using implicit SMD solvation model with the following DFT-D functionals with 6-
31+G(d,p) basis set and appropriate dispersion corrections: APF, B3LYP, M06-2x, PBEO and wB97X.
These functionals were all chosen for different things.

Results and Discussion

For Anthracene: in ethanol, expectedly as per experiments, the reaction simply cannot proceed
the aggerate will be ruined as only positive only values of reaction Gibbs free energy with or without
the concentration correction on various methods and dispersion treatment were acquired. Now, it would
seem in water the reaction free energy should be negative and as reported in the literature for dispersion
bound dimers be at about -3 kcal/mol, but without correction it seems hardly possible, although it is
worth noting that the results are not within calorie precise as in “gold standard” couple cluster, so the
interaction can and probably is underestimated. On the other hand, anthracene is poorly soluble in
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water, so perhaps the values can be slightly endergonic [2]. When it comes to dispersion corrections D3
do improve results greatly, without them hybrid and other types of DFT methods are off greatly so
much so that they should not even be considered. M06 did have D1 or D2 like treatment through
parametrization, but with addition of D3 it performed much better up to a sign change. For D3BJ and
D3 comparison both GGA and Hybrid PBE and B3LYP respectively performed also much better the
difference is not as appreciable as with correction/no correction as above. With this in mind, 3 best
performing methods were taken to compute reaction free energy of polymethine model molecule.

For Astraphloxine model: Similar patterns were observed, APFD preforms excellently,
wB97XD coincidentally produces the same results and M06-2x D3 once again underestimating the
interaction strength.

Fig. 1 a) Anthracene (in green) as model of Rhodamine 6G (in blue), b) Astraphloxine FF (in
blue) and its model (in green)

Conclusions:

Calculated data for various systems are off for 1-2 kcal/mol from experiment which is comparable or
better than through calculation involving explicit solvent treatment with MD where the errors were
good 3-4kcal/mol [3]. For both dye groups, weaker than perhaps necessary reaction free energies can
be explained through the interaction energy being smaller in model molecules relative to the modeled
dyes. For example, in one study the interaction energy was twice lower in specifically anthracene
compared with R6G [2]. Overall, we have made a strong case for exergonic Gibbs free energy of
dimerization reaction which is consistent with experimental observations of aggregation occurrences.

References:

[1] Al-Shwaiyat, M.; Vishnikin, A.; Kharadzha, A.; Bazel, Y. Talanta 2024, 125844.

[2] Doveiko, D.; Kubiak-Ossowska, K.; Chen, Y. J. Phys. Chem. A 2025, 129, 2946-2957.
[3] V. V. Kostjukov, N. M. Khomytova, A. A. Hernandez Santiago, A.-M. Cervantes Tavera, J.
Salas Alvarado, M. P. Evstigneev, J. Chem. Thermodyn. 43, 2011 14241434

178



Redoxné reakcie novo pripraveného dimerického komplexu
Ni(IT) s redoxnym noninnocent ligandom, Studovanymi in-situ
spektroelektrochemickymi technikami

Maria Magdaléna BoroSova, Peter Rapta

Oddelenie fyzikadlnej chémie, Fakulta chemickej a potravinarskej technologie, Slovenska
technicka univerzita v Bratislave, Radlinského 9, 812 37 Bratislava, SR.

maria.borosova@stuba.sk
Uvod

Pomocou réznych spektroelektrochemickych technik boli stanovené redoxné vlastnosti nového
dimérneho komplexu Ni(Il). Analyzovali sa zmeny v EPR a UV-VIS-NIR spektrach pocas
elektrochemickej redukcie. Elektrochemicka reverzibilita Studovanych derivatov zévisela od
pouzitého rozpustadla. Komplex bol $tudovany cyklickou voltametriou, EPR aj UV-VIS-NIR
spektroelektrochémiou [1]

Experimentalna ¢ast’

Cyklovoltametrické merania boli vykonané pomocou potenciostatu/galvanostatu HEKA PG 284
(Lambrecht, Nemecko) s pouzitim softvérového balika PotPulse 8.53. Vyuzil sa Standardny
trojelektrodovy systém. Ako pracovna a protielektroda sa zvolil platinovy drét a ako
pseudoreferencna elektroda bol zvoleny oxidovany strieborny drét. Spektroelektrochemické merania
boli vykonané v spektroelektrochemickej plochej cele s pouzitim Pt siet’ky ako pracovnej elektrody.
Merania EPR spektier sa vyuzili na X-band EPR spektrometri Bruker EMX (Bruker, Nemecko) a
softvérovy balik WinEPR 4.40. Na UV-VIS-NIR spektroelektrochemické merania sa vyuzil
spektrofotometer Shimadzu UV 3600.

Vysledky a diskusia

Cyklickd voltametria vykazuje jeden reverzibilny katédovy pik pravdepodobne spojeny s
dvojelektronovym prenosom. Polvlnovy potencial Ei2 vs. F¢*/Fe bol rovny —1,10 V vs. Fc*/Fc pre
dimérny komplex niklu. Po tejto redukcii v DMSO vykazujii UV-VIS-NIR spektra novy dominantny
pas pri 1112 nm a absorbancia klesd v najintenzivnejSom pasme pri 737 nm. Existencia
izosbestického bodu pri 888 nm sluzi ako dokaz, Ze zlii¢enina sa redukuje priamo z oxidovanej formy
na redukovanu bez naslednych reakcii a to naznacuje aj dobru stabilitu jej redukovanej formy v
DMSO. EPR spektra redukovanej formy vykazuju Siroky singlet s izotropnym g = 2,030. Pokial’ ide
o hodnotu g faktora, ktora je posunuta k vy$§im hodnotdm v porovnani s radikdlmi centrovanymi na
ligande, moZeme konstatovat, ze redukovana forma jasne predstavuje systém s noninnocent
charakterom ligandu. [2,3] Pocas elektrochemickej redukcie sa pozoroval narast EPR intenzity, ¢o
znamena, ze redukovana forma tohto komplexu je paramagneticka.

Zaver

Z vysledkov vyplyva, ze redukcia dimérneho komplexu niklu(Il) je sprevadzana zmenou
oxidaéného stavu centralneho kovu vyraznym vplyvom ligandu. Ligandy v tomto pripade zohravaji
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dolezith ulohu, pretoze stabilizuji redukovant formu komplexu. Merania tak potvrdzuju, Ze skimany
komplex ma redoxne aktivny noninnocent charakter, ¢o zodpoveda aj pozorovanym zmenam v EPR
a UV-VIS-NIR spektrach.
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Demetylacia metoxylovych skupin (-OCHs) v guajakole a jeho derivatoch predstavuje
klaovy krok v ré6znych metabolickych transformaciach prirodnych metoxylovanych fenolov
s antioxidaénym ucinkom a rdznych organickych syntézach, kde sa metoxylova skupina
nahradza fenolovou OH skupinou [1]. Zakladnym krokom tohto procesu je homolytické
Stiepenie vizby O-C, ktoré vedie k vzniku fenoxylového radikalu, ako je znazornené na obr. 1.
Stadium termodynamiky Stiepenia O—C vizby metoxylovej skupiny prinasa délezité poznatky
o stabilite metoxylovanych aromatickych zlucenin, ktoré st ¢asto nachylné aj na fotochemické
Stiepenie O—C vizby [2]. Ciel'om prace bolo teoreticky analyzovat’ vplyv substituentov v para-
polohe na entalpiu disociacie O—C vizby v molekulach para-substitovanych guajakolov a ich
deprotonizovanych formach a urcit, ako pritomnost OH skupiny v orfo- polohe voci
metoxylovej skupine, resp. jej deprotonizécia, ovplyviuje reaként entalpiu demetylacie OCH3
skupiny v porovnani so substituovanymi anizolmi [3].

x
| ~"CHg
o

oH

Obr. 1 Mechanizmus tvorby radikalu a zodpovedajiiceho fenoxidového anionu z para-
substituovaného guajakolu.

Toto teoretické Stidium bolo realizované pomocou tedrie funkcionalu elektronovej hustoty
(DFT). V nej boli zvolené funkcionaly MN15 [4] a M06-2X [5], ktoré st odporucané na
vypoéty termochémie organickych zlacenin, v kombinacii s bazou funkcii atdémovych orbitalov
6-311++G(d,p). Hodnoty Entalpie disociacie O—C vézby (BDE) sme vypocitali pre neutralne
para-substituované guajakoly a prislusné fenoxidové aniony (obr. 1) z celkovych entalpii H
prislusnych €astic podl'a nasledujtcich rovnic
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BDE = H[X — Ar(OH)O"] + H('CHs) — H[X~Ar(OH)OCH] (1)
BDE(A) = H[(X-ArO0)" ] + H('CHs) — H[X~Ar(0")OCHs] )

Vysledky ukazujii, ze elektronovo donorny alebo elektronovo akceptorny charakter
Studovanych substituentov vyznamne ovplyviiuje pevnost O—C vizby. Elektronovo donorné
substituenty (napr. -NMez, -NH., -OCHj3) spdsobuju pokles entalpie disociacie O—C vézby,
zatial’ ¢o elektronovo akceptorné substituenty (napr. -NOa, —CF3, —CN) hodnoty BDE zvysuju
[3]. Deprotonizacia fenolovej OH skupiny guajakolu spdésobuje d’alsi pokles O—C BDE.
Vysledky ziskané pre Studované substituenty potvrdzuju, ze vysledky ziskané pomocou
funkcionadlov MN15 a M06-2X st navzajom konzistentné a v stlade s publikovanymi udajmi
pre substituované anizoly, fenoly a prirodné antioxidanty obsahujuce guajakolovy fragment vo
svojej molekule [3, 6, 7].
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Uvod

Indolové zluCeniny predstavuju rozsiahlu skupinu organickych latok s vyznamnymi
biologickymi ucdinkami. V prirode ich mozno najst v rdéznych rastlinach, Zzivocichoch a
mikroorganizmoch. Medzi najvyznamnejSich predstavitelov patria indolové fytoalexiny —
sekundarne metabolity rastlin ¢el'ade Kapustovité, ktoré sa podiel’ajii na ich obrane voci patogénom.
Preukazuju vyraznt protirakovinova G¢innost’ voci $irokému spektru I'udskych rakovinovych linii v
mikromolarnych koncentraciach.!

V poslednych rokoch je venovana zvySena pozornost’ syntéze a $tidiu bis-indolovych zli¢enin,
ktoré pozostavaju z dvoch indolovych jednotiek navzajom prepojenych réznymi mostikmi alebo
typmi chemickych vizieb. Ich $pecificka Struktira umoziuje Struktirne modifikacie vedice k
novym derivatom s antibakteridlnymi, protizdpalovymi, antioxidaénymi ¢i protirakovinovymi
ucinkami. Vd’aka komplexnym tc¢inkom st bis-indolové zluceniny jednou z najsl'ubnejSich skupin
liegiv.?

Ciele prace

Téato praca sa zaoberala Stadiom syntézy bis-indolovych zlicenin inSpirovanych indolovymi
fytoalexinmi, ktoré maju na pozicii SCH3 skupiny prirodnej predlohy druhé indolové jadro.

V nasej praci sme sa zamerali na tri hlavné ciele. Prvy ciel’ prezentuje synteticka cestu veducu k
bis-indolovym tiomoc¢ovinam s rozlicnou kombinaciou substituentov na dusikoch indolu. V ramci
druhého ciel’a sa v praci popisuje syntéza cyklickych bis-indolovych §truktar (derivaty tiazolidin-4-
onu, spirobrasininu, cyklobrasininu) reakciami bis-indolovych tiomocovin pomocou rdznych
cyklizaénych &inidiel. V spolupraci s Ustavom farmakologie LF UPJS v Kogiciach bol u
novopripravenych zlucenin Studovany protirakovinovy potencial a schopnost’ inhibovat’ in vitro
bunkovu proliferaciu u nadorovych buniek.

Vysledky a diskusia

Priprava bis-indolovych zlicenin s tiomocovinovym linkerom I s réznymi kombinaciami
substituentov na dusikoch N-1 a N'-1 indolu spocivala v reakcii [1-(ferc-butoxykarbonyl)indol-3-
yl]metylizotiokyanatu s 1-substituovanymi derivatmi (indol-3-yl)metylaminu. Cyklizaény protokol
bis-indolovych tiomocovin I s pouzitim metylbromacetaitu poskytol bis-indolové derivaty
tiazolidin-4-6nu II. Vytvorenie spirocentra na uhliku C-3 u bis-indolovych derivatov spirobrasininu
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IITI bolo zabezpecené prostrednictvom oxidacnej spirocyklizacie bis-indolovych tiomocovin I
oxidom chromovym. Dvojkrokovy proces, zahffiajuci bromspirocyklizaciu Dbis-indolovej
tiomocoviny I s metanolom a TFA-indukovany preSmyk, viedol k tvorbe bis-indolového analégu
cyklobrasininu IV (Schéma 1).

Ziskana mala kniznica bis-indolov bola testovana na paneli dvanastich I'udskych rakovinovych
bunkovych linii (A2058, U87, U373, Jurkat, PaTu, A549, HeLa, HCT116, MCF-7, MDAMB-231,
A2780, A2780cis) a dvoch nerakovinovych bunkovych liniach (MCF-10A, BJ-5ta). Ako
najaktivnejsie zluceniny boli vyhodnotené tiomocovina I s dvoma Boc skupinami na indolovych
jadrach (HCT116, ICso = 4.7+£0.28 uM); spiroderivat III s NH a BOC substituentom na dusikoch
indolov (HCT116, ICso = 7.1£1.04 uM; MCF-7, ICs = 7.6+0.44 uM; A2780, ICso = 9.8£2.7 uM,) a
spiroderivat IIT s MeO a BOC substituentom (MDAMB-231; IC50 = 7.6+0.46 pM). Tiomocovina s
dvoma Boc skupinami nevykazovala toxicitu na bunkach Bj-5ta a MCF-10A (ICso = >50 uM).
Tieto tri bis-indoly demonstrovali vysSiu aktivitu vo¢i bunkovym linidam HCT116, MCF-7 a
MDAMB-231 v porovnani s cisplatinou.

Indolové fytoalexiny
S Ny _scH N
)k \7/ ’ \ >\
N7 “SCH; s SCH;
I H N~ S
HN N 0 N
brasinin spirobrasinin cyklobrasinin

Ciel'ové bis-indoly

NN i =
Qj/\({ﬁ@ QTN NW N-Boc
R SV I R =TT Ry i)
o noR { | R Ney
R?=H s
R’=0CH, OCH;Z
R*=Boc N\

| O |

o N-R2

&
i) brémoctan metylovy, CH,Cl,, EtsN N\7/NH Q_{ N m{@
iil) CrO;, ACOH, dioxén, Hy0 d \ S)\u \
iii) Bry, MeOH, CH,Cl, EtsN 1] N
iv) TFA, CH,Cl, NTTO v

Schéma 1. Ciel'ové bis-indoly inSpirované indolovymi fytoalexinmi
Zaver

Podarilo sa nam rozsirit’ rodinu syntetickych analdégov indolovych fytoalexinov o osem novych
bis-indolovych zli¢enin, ktoré maju zakomponovant druhti indolovt jednotku namiesto povodne;j
SCH3 skupiny. Spomedzi pripravenych bis-indolovych derivatov sa ako slubny kandidat s
protirakovinovou aktivitou ukazala tiomocovina s dvomi Boc- skupinami na dusikoch indolov
(HCT116, ICso = 4.7+0.28 uM). Preukazovala vyssiu aktivitu ako $tandardné chemoterapeutikum
cisplatina (HCT116, ICso = 15.3 + 1.6 uM) a zarovei testy cytotoxicity na nerakovinovych bunkach
Bj-5ta a MCF-10A (ICso =>50 pM) potvrdili, ze zlG¢enina nie je toxicka.
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In the end of the last century, Muscone 1 (Fig. 1) was discovered. This compound being the main
fragrance component of the gland of the male musk deer (Moschus spp.) emanated sweet, warm,
powdery, animalic scent. However, in order to isolate this compound, musk deer was hunted and
killed which almost lead to its extinction. [1] Therefore, era of synthetic musks began. So far, we
distinguish 5 categories of synthetic musks: nitromusks, polycyclic musks, macrocyclic musks,
alicyclic (linear) musks, and dienone musks. [2, 3, 4]

As commercial interest in producing alicyclic musks is notable these days, we chose
Romandolide 2 (Fig. 1) as a template. This commercially successful molecule possesses fruity, musky
scent and with the threshold of 0.4 ng/L (air) it found application in several perfumes (e.g. ‘Absolu’
by Rochas or ‘Murmure’ by Van Cleef & Arples). [3] To expand the knowledge of its structure
activity relationship, we thus designed, synthesised and sensorially evaluated its novel analogues.
These were prepared by modifying “parent” molecule 2 in two ways: by varying linear ester endings
and/or by switching Cyclademol 3 moiety to the isomeric (-)-Menthol 4.

é\ \\\\
Y OH
, ”

O

(o)
(R)-Muscone 1 Romandolide 2 Cyclademol 3 (-)-Menthol 4

Fig. 1: Musks 1, 2 and alcohols 3, 4.

Preparation of such analogues began with esterification of alcohol 3 or 4 (Fig. 1) with chloroacetic
acid 5 under Steglich conditions. Provided intermediates 6 and 7 were then purified by FLC
(Scheme 1).

o DMAP (0.1 ¢q.) o
RL-OH + J\/a EDCHCI(11eq) gt JI\/CI
HO DCM (0.7 M), ~o

0,
3/4 5 r.t.—40°C,27.5h 6/7

Scheme 1: Preparation of intermediary chloroesters 6 and 7.
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The next step was Sn2 reaction of chloroesters 6/7 with in situ generated carboxylates 8—12. This
provided diesters 13—-18 (Scheme 2) were subsequently purified by FLC and then sensorially
evaluated.

0] j.]\ NaH (1.1 eq.) o
R! JI\/C] + _NMPQOSM) R! J\/o R2
~o HO™ "R? ~o \n’
(0]

0—>50°C,3-14h

6/7 8-12 13-18

R!= R? =Pr, °Bu, “Pent, ((CH,);CH=CH,

R! = R2 =Et, ipr

Scheme 2: Preparation of diesters 13—18.

Olfactory analysis revealed that most of the Cyclademol’s 3 derivatives kept their musk
disposition although intensity among the series varied. However, in the case of (—)-Menthol s 4 ones,
musky character completely vanished.
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The Povarov reaction is a widely used method for the construction of chiral nitrogen-containing
heterocycles, which are prevalent scaffolds for pharmaceutical applications [1]. The multicomponent
reaction starts with the formation of an imine from an aromatic aldehyde and an aromatic amine. This
imine, acting as a diene, then reacts with an electron-rich dienophile and closes the ring in an inverse
electron-demand aza-Diels-Alder reaction. In recent years, chiral BINOL-derived phosphoric acids
have proven to be highly efficient catalysts for the enantioselective cycloadditions [2,3]. At the same
time mechanochemistry, especially ball-milling, has been explored as a sustainable alternative to
regular stirred reactions and it can offer reduced solvent consumption, faster reaction rates, and, in
some cases, enhanced selectivity [4-6]. However, its application in the stereoselective Povarov
reaction remains uncharted [7,8].

In this work, an enantioselective synthetic procedure was developed in ball-mill for the synthesis
of chiral tetrahydroquinolines using Brensted acid organocatalysts with liquid-assisted grinding
(LAG). The process was initially investigated as a stepwise procedure where first aniline and the aryl
aldehyde were milled in the presence of MgSO4 to form the imine. Then, the remaining reactant,
catalyst, and LAG were added, and the milling was continued.

Catalyst screening revealed that no conversion occurred in the absence of the Brensted acid, and
both catalyst structure and the presence of LAG additives had a crucial influence on stereochemistry.
Following a broad solvent study, we concluded that y-valerolactone (NMR yield 66%, 90% ee) and
2-methyltetrahydrofuran (NMR yield 69%, 90% ee) provided the best balance between yield and
enantioselectivity.

To simplify the procedure, the reaction was transformed into a one-pot multicomponent protocol.
Further study of the reaction conditions allowed us to omit the MgSO4 by compensating with
increased LAG volume. Under optimized conditions (milling frequency: 25 Hz, y-valerolactone
(n = 0.8), 60 min), the reaction afforded tetrahydroquinolines with good yield (NMR yield 67%) and
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stereoselectivity (93% ee). The relative as well as absolute configuration of the major product was
confirmed by single-crystal X-ray diffraction as cis, with (28, 45) configuration at stereogenic centers.

Comprehensive substrate scope demonstrated good compatibility across various functional
groups, providing a diverse range of substituted tetrahydroquinoline derivates in 56-76% isolated
yields and 90-98% ee. The methodology was also successfully extended to liquid aldehydes. These
results show that the combination of asymmetric Bronsted acid catalysis and mechanochemical
activation can provide a robust and sustainable strategy for stereoselective heterocycle synthesis
under solvent-minimalized conditions.
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Kyselina 8-hydroxy-3,7-epoxydekanova (1, Schéma 1) je prirodna latka, ktora bola v roku 2021
izolovana z morskej huby Penicillium griseofulvum MCCC 3A00225 [1]. Patri do rozsiahlej skupiny
prirodnych tetrahydropyranovych derivatov a je zaujimava svojou potencidlnou uGcinnost'ou proti
potravinovym alergiam [2]. Z tohto dévodu sme sa rozhodli navrhnat’ a uskutoénit’ jej prva totalnu
syntézu, pricom sme vychadzali z komeréne dostupného divinylkarbinolu (5). Po izolacii oboch
vzniknutych diastereomérov sme sa zamerali na stanovenie ich konfiguracie a porovnanie
s publikovanymi tdajmi, nakolko izolovana prirodna zlucenina obsahuje tri stereogénne centra na
atomoch uhlika C3, C7 a C8 a nebola stanovena jej absolutna konfiguracia.

V ramci syntézy sme najskor uskutocnili Sharplessovu asymetrickt epoxidaciu s naslednou
ochranou vol'nej hydroxylovej skupiny. Po redukcii dvojitej vézby sme uskuto¢nili kI'a¢ovu reakciu,
Pd(II)-katalyzovanti oxykarbonylaciu, ktorou sme ziskali zmes dvoch diastereomérov (2a a 2b).
Tieto sme oddelili pomocou chromatografie na stipci silikagélu a pre kazdy izomér zvlast sme
uskutoc¢nili finadlnu hydrolyzu. Takto sme ziskali dva diastereoméry cielovej kyseliny (1a a 1b) v
Siestich syntetickych krokoch s celkovym vytazkom 26 % a 6 %. Struktiru a konfiguraciu oboch
pripravenych diastereomérov sme ur¢ili analyzou 'H, COSY a NOESY NMR spektier.

o 0o
0 N OH - = "0 OH
OH OTBS
1 2ab
/\/& I
YN — ~ : — /M
OH OTBS OTBS
5 4 3

Schéma 1: Retrosynteticka analyza pripravy kyseliny 8-hydroxy-3,7-epoxydekanovej 21.
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Thiocarbamates are essential derivatives that are primarily applied in pharmaceuticals, pesticides,
or synthesis of chiral ligands. However, their preparation typically involves highly toxic reagents
such as phosgenes or isocyanates. The Newman-Kwart rearrangement (NKR) provides a convenient
alternative route for the synthesis of S-aryl thiocarbamates from the corresponding
O-aryl thiocarbamates. It offers a range of synthetic advantages. One of the most significant is the
straightforward preparation of O-aryl thiocarbamates from readily available phenol derivatives.
Nevertheless, it presents several drawbacks, for instance, electron-deficient substrates require thermal
activation above 300 °C, which can lead to decomposition or charring. The thermal reaction
is therefore limited to activated, thermally stable and nonvolatile substrates. In addition, a radical
variant of the NKR has also been reported. This approach allows the rearrangement to proceed under
significantly milder conditions. However, radical NKR typically suffers from lower yields or a limited
substrate scope. In this context, mechanochemistry represents a promising alternative. It offers
a sustainable and environmentally friendly approach, as most mechanochemical reactions
are solvent-free and comply with the principles of green chemistry. [1-4]

| ~NHo);8:05 s N
educing agen AN ~
R i , »> RO r
= S time, temperature =
frequency
LAG

Herein, we describe a mechanochemical approach to NKR, the aim of which was to expand
the scope of available preparations of S-aryl thiocarbamates from diverse phenolic substrates.
The concept was to employ ammonium persulfate ((NH4)2S20g) as a radical mediator, while
a reducing agent facilitated its decomposition into radical species capable of initiating the NKR.
O-(4-methoxyphenyl) dimethylcarbamothioate was used as a model substrate for initial optimization.
The optimization included reaction time, the presence and volume of liquid assisted grinding (LAG)
agent, the influence of different reducing agents, as well as controlled heating and cooling during
grinding. In addition, we monitored the selectivity between the formation of O- and S-products,
aiming to favor the S-aryl thiocarbamate. Our 'H NMR yields were comparable to those reported
in the literature. Our study offers new possibilities and ways to prepare S-aryl thiocarbamates under
mechanochemical conditions.
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Psammaplyziny st v prirode sa vyskytujuce alkaloidy so Sirokym spektrom biologickych
tginkov.['! Vich Struktire je mozné rozli§it spirooxepinizoxazolinovi a moloka'iaminovu
podjednotku ana zaklade doteraz publikovanych vysledkov sa predpoklada, ze pre biologicku
aktivitu psammaplyzinov je kl'i¢ova prave spirooxepinizoxazolinova podjednotka (Schéma 1,
vlavo).!l  Spiroizoxazoliny  predstavuji  $truktirme  jednoduchsie  analdégy  tejto
spirooxepinizoxazolinovej podjednotky. Zistilo sa, ze 4-halogén-substitované spiroizoxazoliny
vykazuju slubnu antiproliferacnu aktivitu, ktord bola pozorovana na réznych liniach l'udskych
nadorovych buniek (MCF-7, MDA-MB-231, PC-3, DU-145, GBM-6) (Schéma 1, vpravo).314

/o o N -0 N-O O
|
-0 \ N
()2 (#)-3 (+)-4
- A Jok'iaminova
sD\roo);i%Jrgézzta‘f:lmova mSOZJe‘zr:cI:Tl?ava ICsq = 48,1 uM ICs0 = 43,1 uM ICs0=36,1 uM
(DU-145) (MDA-MB-231) (GBM-6)

psammaplyzin A (1)

Schéma 1: Struktiira psammaplyzinu A (1) a vybranych biologicky aktivnych 4-halogén-
substituovanych spiroizoxazolinov

Ciel'om prezentovanej prace je $tudium reaktivity a diastereoselektivity 5-alkyl-substituovanych
izoxazolov 5 v dearomatiza¢nych reakciach s bromom, ktory bol generovany elektrochemicky in
situ pouzitim roznych anorganickych bromidov s vyuZzitim grafitovych elektrod a konstantného
napitia (Schéma 2).>! Naslednou spirocykliziciou volnej hydroxyskupiny postranného retazca boli
pripravené 4-brém-substituované spiroizoxazoliny 6 s rozli¢nymi arylovymi substituentmi v pozicii
C-3 izoxazolinového kruhu s dorazom kladenym na stereochemicky priebeh reakcii v prospech 4,5-

trans-izomérov.
cg,(*ri)_‘ Cgil-)
OH ﬁ o 109
N-
N’O /

) u=sv A
I
Br
MgBr; (2 ekv.) R
R 5 LICIO4 (1,5 ekv.) ()6
KaCO; (1 ekv.) 4 5-trans > 95:5
CHaCN/H,0 30:1 (0,04 M)
R =H, Cl, NO,, OMe ab. t R = H, Cl, NO,, OMe

Schéma 2. Syntéza spiroizoxazolinov 6 s in situ generovanym bromom
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Fotoprepinace predstavuji skupinu molekul, ktoré vykazujii reverzibilnu fotochemicku
bistabilitu. Do tejto skupiny patria aryl-diazény (azobenzény), ktoré vdaka pritomnosti n-vizby
v azo-skupine moézu existovat’ vo forme dvoch geometrickych izomérov: stabilného E-izoméru
a metastabilného Z-izoméru. Schopnost’ fotoizomerizacie diazénov medzi dvoma izomérmi
umoziiuje ich vzdjomné odlisenie na zdklade rozdielnych fyzikdlno-chemickych vlastnosti, ¢o robi
tieto zluceniny mimoriadne atraktivnymi pre mnohé odvetvia priemyslu, napr. ako potencialne
stasti novych materialov a komponentov v miniaturizovanej podobe. '

Kazdy diazénovy fotoprepina¢ mozno charakterizovat pomocou Styroch zakladnych vlastnosti:
zastupenie Z-izoméru vo fotostacionarnom stave, termalna stabilita Z-izoméru (vyjadrena pol¢asom
izomerizacie t12), vinova dizka absorpénych maxim n-n* a n-m* prechodov pre oba izoméry a pocet
fotochemickych cyklov bez vedlajsich reakcii.> Vzhladom na to, Ze pre mnohé praktické aplikacie
moézu byt tieto vlastnosti kluové, schopnost ich optimalizacie predstavuje pre chémiu
fotoprepina¢ov vyznamnu vyzvu.

Jednou z dobre preskimanych metéd na modifikaciu tychto vlastnosti je zavedenie substituentov
ako atémy fluéru,* chléru,’ & alkoxy-skupiny® do orto-poloh voéi azo-skupine, &im je mozné vylepsit
separaciu absorpénych pasov oboch izomérov, atak navysit zastupenie Z-izoméru vo
fotostacionarnom stave a taktiez potlacit’ neziadiicu Z—F termalnu izomerizaciu, ku ktorej dochadza
v dosledku termodynamickej nestability Z-izoméru. Dodatoénii modulaciu ziadanych vlastnosti je
taktiez mozné dosiahnut’ vol'bou d’alsieho vhodného substituenta do para-polohy voci azo-vizbe
alebo zdmenou jedného fenylového substituenta za heteroaromat.

V naSej praci sa zameriavame na vylepSenie fotochemickych vlastnosti fenylazopyridin-
benzimidazolu 1, ktory bol pripraveny v naSej vyskumnej skupine (Obrazok 1), a ktory vykazoval
najlepsiu termalnu stabilitu Z-izoméru spomedzi viacerych dovtedy pripravenych azozli¢enin, avSak
len v rddoch hodin.” V snahe vylepsit tito charakteristiku, ako aj zvysit' zastipenie Z-izoméru vo
fotostacionarnom stave, rozhodli sme sa preskumat’ vplyv orto-fludr-substitucie (Obrazok 1, derivat
2) astcasne aj para-metoxy- resp. para-acetoxy-funkcionalizaciu fenylového jadra (Obrazok 1,
derivaty 3 a 4). Zaroven sme sa rozhodli pre§tudovat’ vplyv zavedenia metoxy-skupin do orto-poldh
pyridinu (Obrazok 1, derivity 5 a 6). Daldim ciefom prace je detailné $tidium spektralnych a
fotochemickych vlastnosti novo-pripravenych azozli&enin, akymi si: vlnové dizky absorpénych
maxim, vplyv pouzitych substituentov na batochrémny alebo hypsochromny posun absorpénych
maxim relativne vo¢i pévodnému derivatu 1, pomer Z:E izomérov vo fotostacionarnom stave,
termalna stabilita Z-izoméru (t12), chemickd stabilita pripravenych zlucenin pri opakovanej
fotoizomerizacii.
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Obriazok 1: Povodny fenylazopyridin 1 a jeho analdgy — orto- a para-funkcionalizované
derivaty 2-6.

Syntéza arylazopyridinov vychadzala bud’ z komercne dostupného 2-chlor-5-nitropyridinu (7)
alebo z nami pripravenych chlér-metoxy-pyridinov 8 a9 (Schéma 1).8 V prvej Gasti syntézy bola
sledom reakcii — C-H aktivacia na zavedenie benzimidazolového substituenta, hydrogenolyza
nitroskupiny a diazotacia — pripravena kl'dcova diazéniova sol’ 10, z ktorej sa adiciou in situ
generovaného litneho arénu 11 pripravili derivaty 2, 5 a 6. Derivaty 3 a4 sa ziskali priamym
azakaplingom soli 10 s 3,5-difludrfenolom (12) s naslednou in situ metylaciou resp. acetylaciou
fenolatového ionu.
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Schéma 1: Syntéza fenylazopyridinov 2-6.
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Uvod

Fotodynamicka terapia (PDT) je moderné lie¢ebna metdda nadorovych ochoreni!, ktorej Gi¢inok
zavisi od vlastnosti pouzitého fotosenzibilizatora®. Problémom mnohych organickych farbiv je ich
nizka rozpustnost’ vo vodnom prostredi, ¢o predstavuje prekazku v transporte latky do organizmu.
Ciel'om tejto prace je preto navrh a syntéza novych N-heterocyklov so zvySenou rozpustnostou vo
vode, ktoré by mohli byt’ vyuzité v PDT. Praca sa zameriava na pripravu viacerych typov novych N-
heterocyklickych zlu€enin, pricom vychadzame zo solubilizovanych prekurzorov. Ich Struktira sa
overila pomocou analytickych metdod, hlavne nuklearnej magnetickej rezonancie (NMR). Stucast'ou
préce je aj meranie zakladnych spektroskopickych vlastnosti (UV-Vis a IR spektra) s ciel'om zistit,
&i st zosyntetizované latky vhodné ako potencidlne nové progresivne antineoplastika® zalozené na
principe fotosenzibilizatorov v PDT.

Experimentalna ¢ast’

Solubilizované prekurzory sa v pripade hydroxyzlucenin ziskavaju dvojstupiiovou sekvenciou,
kde vprvom kroku dochadza ku monosubstiticii hydroxyskupiny dibrometdnom za vzniku
monobromderivatu, ktory je v druhom kroku transformovany na sodnu sol’ kyseliny siricitej reakciou
s bezvodym siri¢itanom sodnym. Aromatické aminy sa solubilizuju vytvorenim N-glykozidu
s polarnou molekulou komeréne dostupného sacharidu.

(CH5),Br, (5 ekv.) Na,SO3 (bezv.)
_OH Ko,CO3 (5 ekv.) Cu prasok (5 mol%)
MeCN, reflux, 24 h EtOH:H,0 (5:1)
reflux, 24h

Br
Ar ArO/\/ Aro/\/SO3Na

NH, __D-Glukéza, (NHy),SO, NaHCO;
Ar” MeOH, reflux Ar<

BODIPY (boron dipyrromethene) farbivd sa pripravuji one-pot syntézou z prislusného
solubilizovaného aromatického aldehydu 1, ktory v prvom kroku kyslo katalyzovanou kondenza¢nou
reakciou poskytuje dipyrometan. Ten sa v naslednom kroku oxiduje pomocou DDQ na prislusny
dipyrometén, ktory po komplexacii s éteratom fluoridu boritého v pritomnosti trietylaminu dava
vysledné farbivo 2.
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Analogicky sa z prislusného solubilizovaného aromatického aldehydu 1 a pyrolu pripravuju
dipyrometény, ktoré reakciou s anorganickymi octanmi poskytuji komplexy 3.

RSOI
=
1. pyrol (50 ekv.), TFA(0.5 mol%) 4 -
o Y
L 2.DDQ, (CH,),Cl, =N_ N
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Reakciou solubilizovaného R-substituovaného dibenzimidazolu 4 rozpusteného v acetonitrile
s chloridom prechodného kovu rozpusteného v metanole vznikaji nové koordinaéné zluceniny 5.
Vysokd modularita komplexov 5 umoziiuje syntézu velkého mmnozstva novych potencialne
bioaktivnych zli¢enin.

Rsol RSDI
Ny N N
N —

Oy e (L Iy
MeOH M2
cl”

4 5

Vysledky a diskusia

V ramci prace bola pripravend a charakterizovand pocetna kniznica doposial’ nepublikovanych N-
heterocyklickych zlucenin. Vsetky pripravené zluceniny su vzhl'adom na ich $truktiiru potencialne
bioaktivne asu slubnymi kandiddtmi pre pouzitie v PDT pre ich schopnost absorbovat
elektromagnetické ziarenie, najmid vo viditelnej oblasti spektra. Pouzitim solubilizovanych
prekurzorov v syntéze sa docielilo vyrazné zvySenie rozpustnosti produktov vo vode, ¢im sa vyriesil
problém transportu latky do organizmu za predpokladu, ze uvazujeme intravendznu administraciu.

Zaver

V ramci praktickej Casti prace bolo pripravenych viacero druhov novych, v literatire doposial’
nepopisanych latok so zvysenou rozpustnost'ou vo vode. Struktira vietkych zosyntetizovanych latok
bola potvrdenda NMR aich vzorky budi poskytnut¢é na meranie biologickej aktivity
a fotosenzibiliza¢nych vlastnosti v ramci medziodborovej spoluprace.
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Chemické reakcie s pouzitim reagentov imobilizovanych na polymérnom nosi¢i sa v
poslednych desatro¢iach stali predmetom intenzivneho vyskumu [1] vd’aka viacerym vyhodam
oproti volnym reagentom, predovSetkym jednoduchs$ej izolacii produktov, moznosti
regeneracie a opakovaného pouzitia polymérneho reakéného systému, ¢o je v stlade s principmi
zelenej chémie. Nedavno sme v nasej vyskumnej skupine uspesne pripravili polymérnu matricu
z komer¢ne dostupného biogénneho polyizokyanatu Desmodur® eco N 7300, vhodnil na
ukotvenie paladia pre nasledné Pd-katalyzované transformacie [2]. In§pirovani Struktarou tohto
polyméru, obsahujiiceho mocovinové jednotky, sme sa rozhodli uskuto¢nit’ ich dehydrataciu a
pripravit’ novy polymér obsahujuci karbodiimidové jednotky s ciel'om vyuzit’ ho ako aktivator
karboxylovych kyselin pri naslednych organickych transformaciach. Hlavnym cielom nasho
vyskumu je aplikdcia tohto systému v laktonizacnych reakciach w-hydroxykyselin, ked’ze
doteraz pouzivané laktonizacné techniky [3] si Casto vyzaduju vysoky stupenn zriedenia a
komplikovanti separdciu produktov od reagentov, ktoré sa zvy€ajne pouzivaju vo velkom
nadbytku. Nasim cielom bolo tieto nedostatky eliminovat’ vyvojom heterogénneho reakéného
systému. V ramci tejto prace bol pripraveny novy karbodiimidovy polymér a preskimana jeho
aktivita ako aktivatora karboxylovych kyselin v esterifika¢nych, amida¢nych a laktoniza¢nych
reakciach.
o
O:C:N/\/\/\NJ\N/\/\/\N:C:O

O)\N /gO

Desmodur® Eco N 7300

JH N=c=0

0 Q nv=en"Q 5:0
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Schéma: transformacia w-hydroxykyselin na laktony sprostredkovana karbodiimidovym polymérom
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Uvod

Forodezin (1, Obrazok 1) je analdég guanozinu, ktory inhibuje purinovi nukleozidova
fosforylazu (PNP).! PNP je enzym, ktory katalyzuje vratni reakciu Stiepenia purinovych
nukleozidov na furanézovy fosfat a zodpovedajucu nukleovi bazu. Pri nedostatku PNP sa za¢nu
hromadit’ nukleozidové substraty, ako je 2'-deoxyguanozin (dGuo), ktory je degradovatelny jedine
prostrednictvom PNP. U deti s dedi¢nou PNP deficienciou bolo pozorované hromadenie dGuo, v
dosledku ¢oho vykazovali zavazni T-bunkovu imunodeficienciu. Cytotoxicita T-buniek je
zapricinend fosforylaciou dGuo na 2'-deoxyguanozin trifostat (dGTP). dGTP alostericky inhibuje
enzym ribonukleotid difosfat reduktdzu, ¢im zabrafiuje replikacii DNA, ktora je potrebnd pre
proliferaciu T-buniek.[!!

Rozne typy rakoviny, ktoré vznikaji v T-bunkovych lymfocytoch sa nazyvaju T-bunkové
lymfomy a patri medzi nich napriklad periférny T-bunkovy lymfom a leukémia. T-bunkovy lymfom
sa vacsinou vyvija zo zrelych T-buniek u dospelych, av§ak niekedy sa méze vyvinit’ aj z nezrelych
T-buniek, ¢o pozorujeme najmi u deti.!"!

Forodezin (1) sa vd’aka substitucii furanézového atomu kyslika za dusik, a substittcii C-N
glykozidickej vizby za C-C vézbu, neinkorporuje do DNA, ale sluzi iba ako vysoko-selektivny
inhibitor PNP, ¢im sa stdva zaujimavym kandidatom na liecbu T-bunkovych lymfomov, ked’ze
vdaka jeho schopnosti inhibicie PNP dochddza k apoptéze defektnych T-buniek. Nezelana
aktivacia T-buniek je pri¢inou aj inych autoimunitnych ochoreni, ako je napriklad psoriaza
a reumatoidna artritida.?! V Japonsku sa aktudlne Forodezin (1) predava pod nazvom Mundesine®
a sluzi na lieCenie periférneho T-bunkového lymfomu.F!

N NH
- 0O H m O
Ot g NaC
R - = - - N=/
HO OH jj\lHZ HO OH
Guanozin Forodezin (1)
prirodzeny substrat PNP inhibitor PNP

Obriazok 1: Porovnanie Struktiry Guanozinu a Forodezinu (1).
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Experimentailna ¢ast’

Kracovym krokom nami prezentovanej syntézy Forodezinu (1) je spojenie aza-cukornej Casti a
analogu nukleovej bazy. Ako prekurzor cukornej Casti sme zvolili 5-¢lankovy cyklicky nitrén 3 s D-
ribo konfiguraciou, pripraveny z D-ribozy (Schéma 1). Analégom guaninu je derivat deazapurinu 2.
Z literatiry je zname, ze 5-Clankové cyklické nitrony st stabilné zluceniny a nukleofilné adicie
organokovovych derivatov na C=N dvojiti védzbu takychto nitrénov prebichaju s vysokou trans
diastereoselektivitou.™!

H NH o PG opa ¢
N N N O _oH
74 Q A
HO NH ——= \ / N PGO/\Q —— HO
- N=/ /J — —
sz N I Sz
HO OH 2 o_ 0O HO OH
Forodezin (1) >< 3 D-ribéza
PG: ochranna skupina

Schéma 1: Retrosynteticka analyza pripravy Forodezinu (1).
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Uvod

Prirodna aréma malin je vysledkom zmesi prchavych organickych zlacenin, z ktorych
kazda v rdznej miere prispieva k charakteristickej chuti a voni tohto ovocia. Vo viacerych §tadiach
bol analyzovany prchavy profil aromatickych latok malinovej arémy. Nasledne bolo
identifikovanych priblizne 30 zluc¢enin, pricom medzi hlavné zlozky patrili: (Z)-hexenol, hexanal,
(E)-2-hexenal, 2-heptanon, d-oktalakton, 5-dekalakton, geraniol, a-iondn, B-iondn a terpinén-4-ol
[1,2]. Niektoré z tychto zlienin sa vyskytovali vo forme enantiomérov. Stadie preukazali, Ze
enantiomérne zloZenie tychto chiralnych zlucenin moéze sluzit' ako indikator autenticity malinovej
aromy. V §tadii Hansena a kol. bola na overenie pravosti malinovej esencie pridanej do potravin
pouzita chiralna analyza pomocou plynovej chromatografie s hmotnostnou spektrometriou (GC-MS)
s predchadzajucou extrakciou metéodou mikroextrakcie tuhou fazou (SPME) [3]. Tato metdda
umoznila separdciu enantiomérov o-ionénu, kde prirodzend malinova aréma obsahuje takmer
vyluéne R-enantiomér s nizkym podielom S-formy s obsahom priblizne 0,1%, zatial’ ¢o synteticka
forma je racemicka zmes [4].

Ciel'om naSej prace bol vyvoj rutinnej metoédy, na zakoncentrovanie vybraného markeru (o-
ionénu), z komplexnych potravinovych matric a rozsirenie nie len o identifikaciu ale aj kvantifikaciu
vybraného analytu.

Experimentalna ¢ast’
Priprava vzoriek:

Extrakcia ardma-aktivnych latok z potravin sa uskuto¢nila pomocou destilacie vodnou parou
v Clevengerovej aparatire. Do banky (objem 1 1) sa umiestnila zmes pozostavajuca zo 400 ml vody
(Cistota: pre HPLC), 100 g potravinovej matrice a 1 ml izooktanu obsahujuceho 100 ppm dekanu ako
interného Standardu. Obsah banky sa priviedol do varu pri rychlosti spatného refluxu 5 ml/min. Po
1,5 hodine sa odobralo priblizne 1 ml vydestilovaného izooktanu obsahujticeho prchavé latky
Podmienky chromatografickej separacie:

Pripravena vzorka sa analyzovala pomocou GC-MS. Vydestilovany izooktan sa priamo davkoval
v objeme 1 pl v splitless rezime s dobou uzatvorenia 2 mintit. Nosnym plynom bolo hélium s
konstantnym prietokom 1,3 ml/min. Teplota injektora bola nastavena na 280 °C.

Pouzita koléna CYCLOSIL-B (Agilent Technologies) mala dizku 30 m, vniitorny priemer 0,25
mm a hrabku filmu 0,25 pm s chiralnou stacionarnou fazou. Teplotny program zaéinal pri 100 °C po
dobu 1 minuty, nasledne sa teplota zvySovala rychlostou 7 °C/min na 200 °C, kde bola udrziavana 2
minuty.

Parameter MS detekcie:

MSD pracoval v rezime elektronovej ionizécie (70 eV) s vybranym monitorovanim iénov (SIM).
Pre a-ionoén boli sledované iony m/z 121, 136, 192 a pre dekan (interny $tandard) i6n m/z 128. Dwell
time pre vSetky i6ny bol 50 ms, solvent delay trval 5 minut. Teplota transferline bola nastavena na
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280 °C. Chromatografické data boli spracované pomocou softvéru MSD ChemStation (Agilent
Technologies).

Vysledky a diskusia

Vnami vyvinutej metéde sa vyuzila ako upravna technika destilacia vodnou parou
s Clevengerovou aparatirou na zakoncentrovanie vybraného markeru a-iononu z potravinovych
matric (Cerstvé maliny, sirupy, dZzemy, cukriky a zmrzlina s tukovym zédkladom). Vd’aka tejto metode
sa eliminoval vplyv matrice a vybrany analyt sa zakoncentroval az 100 nasobne.

Optimalizovanie chromatografického systému bolo zamerané na dosiahnutie rozliSenia R
a S enantiomérov v chirdlnom prostredi nad hodnotu 1,7. Ako kvantifikacny i6n bol vybrany m/z
192. Dosiahnuty limit detekcie (LOD) bol 50 pg/l a limit kvantifikacie (LOQ) 170 ng/l. Linearita
danej metddy bola v 3,5 dekadickych poriadkoch.

Obsah enantiomérov a-ionénu bol stanoveny vo vSetkych analyzovanych potravinovych
matriciach v koncentratnom rozsahu 0,01-3 mg/kg pre oba enantioméry. Nasledne z ich pomerov
mozno urcit’ zastupenie prirodnej a syntetickej arémy vo vyrobkoch. Po validovani jednotlivych
parametrov boli analyzované Cerstvé maliny, 2 druhy dzemov, 2 druhy cukrikov, 4 druhy sirupov
a jeden druh zmrzliny s tukovym zakladom. Vo vSetkych vzorkach, s vynimkou Eerstvych malin, sa
nachadzala zmes jednotlivych enantiomérov R a S. V pripade malin bol pritomny iba enantiomér R.

Zaver

V tejto studii bola vyvinuta a validovana robustna analytickda metdda na detekciu falSovania
malinovej esencie v potravinovych vyrobkoch (Cerstvé maliny, napoje a zmrzlina) zalozena
na zakoncentrovani aroma-aktivnych latok za pouzitia Clevengerovej aparatiry a naslednej chiralne;j
separacii enantiomérov a-iondonu. Metdoda kombinujuca destilaciu vodnou parou s naslednou GC-MS
analyzou preukazala vybornu ucinnost’ pri extrakcii a kvantifikacii a-ionénu aj v komplexnych
potravinovych matriciach.
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Uvod

Spracovanie odpadovej biomasy pomocou termochemickej konverzie je jednou z moznosti
ziskania novych udrzateInych elektroaktivnych materialov, ktoré su v sulade s principmi zelene;j
analytickej chémie. Materidly na baze biouhlia sa okrem agrarnych aremedianych aplikacii
ukazali ako vhodni kandidati aj na elektroanalytické vyuzitie vd’aka svojim jedine¢nym fyzikalno-
chemickym vlastnostiam ako je velky povrch, vynikajuca kompatibilita a dobra chemicka stabilita.
Vyvoj materidlov na baze biouhlia pre elektroanalytické aplikacie je teda sl'ubnou vyskumnou
oblast'ou, ktora ma potencial vyznamne pozitivne ovplyvnit’ monitorovanie Zivotného prostredia,
biomedicinsku diagnostiku ako aj skladovanie a konverziu energie [1].

Experimentalna ¢ast’

Na realizaciu experimentov sme ako rastlinné prekurzory zvolili semenné obaly slnecnice
ro¢nej (BCSS), drevné bukové piliny (BCBW), pSeni¢nt slamu (BCCS) a biomasu z ozdobnice
¢inskej (BCM), ktoré sme podrobili termochemickej konverzii pri 750 °C v prostredi N> (2L/min).
Tieto materidly boli podrobené fyzikalno-chemickej charakterizacii ato stanovenie velkosti
povrchu (SSA), porozity, stanovenie aktivneho a potencidlneho pH, elektrickd vodivost’ (EC),
kationova vymenna kapacity (CEC), aniénova vymennd kapacita (AEC), bod nulového naboja
(pHpzc) aprvkovi analyzu. Nasledne sme ztychto materidlov pripravili elektrody so 100 %
obsahom biouhlia a elektrédy v kombinéacii RVC:BCSS (biouhlie zo semennych obalov slnecnice
rocnej) vpomere 70:30 a90:10 (Obr. 1A). Pripravené elektrody s pridavkom biouhlia boli
testované z hl'adiska ziskania zakladnych parametrov stanovenia v prietokovom elektrochemickom
analyzatore EcaFlow (ISTRAN, Slovensko) pre stanovenie modelového analytu, tj kyseliny
askorbovej (AA) vo vodnych roztokoch a redlnych vzorkach (ovocné dzasy a vyZzivové doplnky).

Vysledky a diskusia

Vramci fyzikalno-chemickej charakterizacie sme vzorky biouhlia BCSS, BCBW, BCCS
a BCM sa hodnoty velkosti povrchu pohybovali od 454,12 do 484,88 m?/g a objem mikropérov od
0,1573 do 0,1670 cm’/g. Hodnoty pH boli v silne zasaditej oblasti > 10, ¢o koresponduje
s vysledkami rdznych autorov ([2], [3]). Pri aktivnom pH hovorime o hodnotach 11,01-11,06 a pri
potencialnom 10,04-10,71. Hodnoty elektrickej vodivosti boli v rozmedzi od 0,404 mS/cm pre
BCM po 3,14 mS/cm pre BCCS. Hodnoty CEC pre nase vzorky biouhlia boli 80,2 — 99,12 cmol/kg.
kapacita (AEC) bola pri pH 6 v rozmedzi 10,1 — 8,2 apri pH 8 bola pri vSetkych vzorkach 8,2
cmol/kg. Na zéklade grafického zndzornenia st hodnoty pHpzc pre vsetky vzorky v rozmedzi 9 —
10,5.

Pri testovani elektréd sme ako prvé testovali elektrody so 100 % obsahom biouhlia. Na zaklade
nulovej odozvy elektrod, pre koncentraciu 100 mg/L AA sme sa rozhodli ich d’alej neskiimat’.
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V dalsich ¢astiach sme uz pracovali iba s elektrodami, ktoré boli pripravené zmieSanim rozdrvenej
RVC elektrody a biouhlia BCSS v pomere 70:30 a 90:10. Pri optimalizacii parametrov sme zistili,
ze optimalne parametre merania st pre elektrédu 70:30 Estop 800 mV alstrip 100 pA, apre
elektrodu 90:10 Estop 900 mV a Istrip 200 pA (Obr.1B).

Q0000 :

Obr. 1: pripravené elektrody (A), zaznam pri optimalnych parametroch merania (Itspip = 200 LA, Estop = 900 mV)
(B)

Linearita stanovenia bola pri elektrode 70:30 v koncentraénom rozmedzi 18 — 500 mg/L AA,
apri elektrode 90:10 15 — 500 mg/L AA. NizSie koncentracie uz neposkytovali vypovedné
parametre zédznamu. Opakovatelnost’ stanovenia AA bola zistovand na zaklade vypocitanej
hodnoty RSD (%), ktora vyjadruje ako velmi sa hodnoty liSia od priemernej hodnoty, bola pre
elektrodu 90:10 2,35 % a pre elektrodu 70:30 6,72 % (Obr. 2).
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Obr. 2: Opakovatelnost’ stanovenia pri pouziti elektrod 90:10 (A) a 70:30 (B) (modra — priemer + RSD, ¢ervena —
priemer)

V poslednom kroku sme pomocou tychto elektrod stanovovali obsah AA v realnych vzorkach.
Nami namerané hodnoty sme porovnavali s hodnotami, ktoré uvadzali vyrobcovia na etikete
azaroven aj overovacim spektrofotometrickym meranim. Hodnoty medzi chrono-
potenciometrickym a spektrofotometrickym stanovenim sa vyraznejsie liSili iba pri jednej vzorke.
Pri ostatnych vzorkach neboli tieto rozdiely vyrazné.

Zaver

Na zaklade zisteni naSich zisteni sme potvrdili pouzitelnost biouhlia ako modifikatora
uhlikovych elektrod  pre prietokova chronopotenciometriu. Akokol'vek dalsie podmienky
stanovenia, optimalizacie pripravy biouhlia ako aj volby vhodného analytu predstavuju
nezodpovedné vyzvy pre pokracovanie tejto vyskumnej otazky.

Literatira
[1] Zheng, Y.; Chaoguang, Y.; Fu, L.; Green Analytical Chemistry, 2023, 3, 2772 — 5774

[2] Rafiq, M. K.; Bachmann, R. T.; Rafiq, M. T.; Shang, Z.; Joseph, S.; Long, R.; PLOS one, 2016,
11,1932 - 6203

[3] Nicholas, H. L.; Mabbett, I.; Apsey, H.; Robertson, 1.; Gates open research, 2022, 6, 2572 -
4754

210



LA-ICP-MS for the analysis of essential element in stress-
induced remodelled cardiac tissues

Martina Machalova', Michaela Vasinova Galiova', Tibor Straina?

I Institute of Chemistry and Technology of Environmental Protection, Faculty of Chemistry,
Brno University of Technology, Purkyriova 464/118, 612 00, Brno
’Department of Physiology, Faculty of Medicine, Masaryk University, Kamenice 753/5, 625 00,
Brno

Martina.Machalova@yvut.cz
Introduction

Long-term cardiac overload leads to collagen production and cardiac tissue remodelling, which
can result in myocardial fibrosis [1]. This disease is closely associated with heart failure, which is the
most common cause of death. Unfortunately, the process of myocardial fibrosis is irreversible and
there is no effective medical treatment. Therefore, prediction and related improved diagnostics are
crucial [2]. It would be useful to take advantage of the fact that protein and enzyme levels are
expressed and influenced during the remodelling process, resulting in changes in elemental
distribution [3]. In medicine, this is useful for understanding the development of diseases, improving
diagnostic methods, therapy, or following metalloproteins associated with myocardial remodelling.
In this study, Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (LA-ICP-MS) was used to highlight
2D imaging of metals contained in metalloproteins, which have an important role in myocardial tissue
remodelling. The LA-ICP-MS method is one of the most important analytical techniques applied in
trace analysis due to its high sensitivity and precision, low detection limits, and ability to analyse
solid materials [2].

Experiment

For analysis, samples of unstained slices (1 pm thick) of the hearts of rats exposed to stress by
isolation from the group were analysed. The distribution of elements was investigated using LA-ICP-
MS, with an Analyte Excitet laser ablation system (Teledyne CETAC Technologies, USA) with an
ArF* excimer laser connected to the ICP-MS quadrupole mass spectrometer (Agilent 7900, Agilent
Technologies, Inc., USA). The samples were mapped using a line scan mode with a spot size of 50
pum and a scan speed of 621 pm/s. Considering the thickness of the sections, fluence was set to as the
lowest as possible value of 1.5 J/cm?.

The quantification was performed via prepared agarose-based standards at the same operating
parameters used for the ablation of samples. Based on a pilot experiment and consideration of
metalloproteomics, eight isotopes were selected for analysis: >C*, 28Si*, 34S*, $3Ca*, Mn*, 3°Fe",
8Cu*, %Zn*. Silicon and carbon isotopes are control elements. Silicon is used to monitor the degree
of ablation of the underlying glass. Carbon, on the other hand, is a basic matrix element of organic
tissue. The distribution of other elements was monitored to determine the relationship with cardiac
tissue remodelling.

Results and discussion
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A positive correlation was found between the distribution of copper and zinc. This could be related
to the occurrence of metalloproteins and enzymes affecting metal ion homeostasis. High levels were
also found in the distribution of iron, which could be related to tissue damage.

Conclusions

Studies have identified the expression of proteins and enzymes associated with copper, zinc, and
iron ions. The results indicate that these ions have higher intensities and could therefore be an
indicator of heart damage and cardiac tissue remodelling leading to myocardial fibrosis.
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Introduction

Melamine (1,3,5-triazine-2,4,6-triamine, C3HeNs), a trimer of cyanamide, has raised global
concern over the past decade due to adulteration incidents involving its illegal addition to dairy
products and vegetable proteins in China. Melamine is commonly used in the production of flame
retardants, melamine-formaldehyde resins for surface coatings, laminates, adhesives and plastics, and
is also used as a fertilizer [1]. Due to its high nitrogen content, melamine is added illegally to food
products to artificially increase their protein content [2]. Major incidents in the USA and China have
prompted governments and laboratories to develop analytical methods for the determination of
melamine in food. As a result, significant scientific advancements have been made in this field.
Several analytical methods have been developed for the identification and quantification of melamine
in various food matrices, such as gas chromatography—mass spectrometry [3], high-performance
liquid chromatography with a diode array detector [4] and capillary electrophoresis with UV detection
[1].

In recent years, green analytical chemistry has emerged as a globally relevant topic due to its
numerous advantages, including reduced consumption of solvents and reagents during sample
pretreatment and measurement, due to miniaturization and automation [5]. Microchip electrophoresis
(MCE), a miniaturized version of capillary electrophoresis, offers fast and high efficiency separations
[6]. Therefore, our work focuses on the development of a fast, simple and cost-effective method for
the determination of melamine by microchip electrophoresis with conductivity detection.

Experimental

MCE separations were carried out using an electrophoretic microchip with coupled separation
channels (IonChip™ 3.0, Merck, Germany) made of poly(methyl methacrylate) and equipped with
conductivity detectors. A combination of isotachophoresis (ITP) with zone electrophoresis (ZE) was
chosen for the analysis of melamine in food samples. Analyses were performed in cationic separation
mode at pH 3.2. Triethylenetetramine was added to the background electrolyte to suppress the
adsorption of sample components onto the inner walls of the microchip channels, and
methylhydroxyethylcellulose was added to the electrolytes to suppress electroosmotic flow during
separation. Infant formula samples were first deproteinized, then filtered through a centrifugal filter
and finally diluted 20-fold.

Results and discussion
Given the complexity of food samples such as infant formula, it was essential to eliminate

potential interfering components. To achieve this, a combination of ITP, known for its high
concentration capability, and sensitive ZE was employed on the microchip with coupled separation
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channels. This combination enabled efficient sample pretreatment directly on the microchip.
Potentially interfering components were electrophoretically removed from the separation path using
column-switching technology. The use of discrete spacers, butylamine and bis-tris, allowed the
creation of a narrow mobility window in the ITP step in which only melamine migrated without any
other sample components. The results indicate that melamine was not detected in the analyzed infant
formula samples.

Conclusion

A suitable analytical method for the determination of melamine in infant formula samples by ITP-
ZE with conductivity detection was developed. The use of ITP enabled both sample preconcentration
and cleanup. The ITP-ZE method, performed at low pH using discrete spacers, proved to be a highly
selective analytical approach for the determination of melamine in food products.
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Introduction

Atomic absorption spectrometry (AAS) is an analytical technique used for quantitative
elemental analysis. Despite the availability of other analytical techniques, AAS still offers several
advantages: high sensitivity, low detection limits, operational cost-effectiveness and small sample
volume required. Furthermore, advanced AAS techniques are being progressively adopted for routine
analyses.

High-resolution continuum source atomic absorption spectrometry (HR-CS AAS) is
a technique enabling both sequential and simultaneous analysis, utilizing a high-resolution
monochromator and a solid-state detector. A high-pressure xenon lamp serves as the continuum
radiation source, providing a spectrum of wavelengths in the range of 190-1000 nm. The
monochromator contains two dispersive elements, typically comprising a prism and a Echelle grating,
to achieve high resolution. Detection is performed by a charge-coupled device (CCD) array, which
captures the spectral area of the analytical line. Hence, it is possible to determine two or more
elements simultaneously. Furthermore, HR-CS AAS is able to measure the molecular absorption
spectra of diatomic molecules. This provides the possibility to determine non-metallic elements. The
applicability of AAS is not restricted to liquid samples; it also extends to the introduction of
suspensions and solid-phase materials.

The aim of this study is to develop multielement methods for the determination of Fe, Ni, and
Cd in environmental matrices, and to explore the applicability of solid sampling HR-CS AAS for the
direct analysis.

Experimental part

Experimental part involves several tasks: a) development of simultaneous determination of Fe
and Ni in tea leaves, b) development of simultaneous determination of Cd and Fe in tea leaves,
¢) development of simultaneous determination of Cd and Ni in fish tissues, d) analysis of fish tissues
using solid sampler. All tasks were performed using spectrometer ContrAA 800D.

Concerning a) — c¢), method development was carried out using certified reference materials
(CRM) as well as real samples. All samples were digested using a microwave digestion system.
The optimization of the method consisted in constructing the pyrolysis and atomization curves for
each element separately with addition of modifier (Mg(NO3)2 or Pd/Mg(NOs3)2). Subsequently, the
optimal temperatures for both processes were selected primarily on the following parameters:
absorbance, peak shape and background. It was also necessary to consider the physicochemical
properties of the selected elements. Thus, the optimum for both elements was selected.

As for d), fish tissues were thawed to laboratory temperature and homogenized. The samples
were then directly analyzed using solid autosampler.
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Results and discussion

The first developed method for the simultaneous determination of Fe and Ni in tea leaves was
validated using CRM. The method achieved high accuracy, with recoveries of 96,9 % for Ni and
100 % for Fe in the Chinese green tea CRM AN-BMO02, and 106,4 % for Ni in the black tea CRM
INCT-TL-1 (Argentina). The Fe value in INCT-TL-1 was determined for comparison purposes
only, as no certified value is provided; its informative accuracy was 106,9 %.

The second method, designed for the simultaneous determination of Fe and Cd, was also
validated using two CRMs. For the green tea CRM AN-BMO02, accuracies of 100,5 % for Cd and
83,3 % for Fe were obtained. In the black tea CRM INCT-TL~1, the accuracy for Cd was 91,5 %,
while the Fe value, although not certified, showed an informative accuracy of 102,5 %.

The method for the simultaneous determination of Cd and Ni has not yet been fully optimized
due to complications arising from spectral interferences caused by molecular absorption of SiO.

Fish tissue samples were homogenized and analyzed directly using solid sampling
HR-CS AAS to preliminarily evaluate the applicability of this technique for biological matrices. The
measurements demonstrated the potential of direct solid analysis without the digestion step. However,
the method was not fully validated and served only for comparative purposes in pilot study.

Conclusion

This study successfully developed methods for the simultaneous determination of Fe and Ni
in tea leaves, as well as Fe and Cd, achieving high analytical accuracy using high-resolution atomic
absorption spectrometer. The optimization for simultaneous Cd/Ni determination is complicated due
to spectral interference caused by molecular absorption of SiO molecules and has therefore not yet
been fully optimized. Furthermore, the research demonstrated the potential of direct solid sampling
for biological matrices, enabling analysis without a digestion step. The use of this methodology is the
subject of current environmental research on the contamination of aquatic ecosystems.
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Introduction

Fossil fuels remain a major energy source, but due to global warming and air pollution, renewable
alternatives like biomass which provides stable energy, are increasingly sought [1]. Before energy
processing, biomass must be mechanically treated. One method is thermochemical conversion, more
specifically gasification, which primarily produces generator gas and heat. The secondary output is
waste material in the form of tar oil and carbonaceous fuel [2]. Biomass gasification consists of four
steps. The first is biomass drying, where biomass is exposed to high temperatures to achieve optimal
moisture content (max. 15%). The second step is pyrolysis, where hemicellulose, cellulose, and lignin
in biomass are decomposed into gases at 150-900 °C. When the vapors cool to ambient temperature,
they condense into a liquid fraction known as tar. The third step is oxidation and the final step
is reduction, where gasification and the formation of end products occur. Tars, as pyrolysis products,
consist of oxygenated hydrocarbons. As the reaction temperature increases, oxygenated hydrocarbons
are converted into light hydrocarbons, aromatic compounds, and olefins, which then react together
to form higher hydrocarbons and higher polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) [1]. PAHs are
stable organic compounds composed of two or more benzene rings. PAHs are toxic environmental
contaminants with harmful effects on human health [3]. The collected tar samples were concentrated
and purified using column chromatography. Column chromatography separates substances using
a stationary phase, typically silica gel, and a mobile solvent phase. The component that was least
bound to the sorbent flows through the fastest. The analysis was performed using gas chromatography
with mass spectrometry. Gas chromatography separates, identifies, and quantifies complex mixtures
of gases and volatile organic compounds below 400 °C, based on interactions with the stationary
phase and movement by the carrier gas [4].

Experimental section

An optimized method for the extraction and purification of collected tar samples using column
chromatography was used for the analysis. The tar samples were filtered through a pleated filter with
a mass per unit area of 80 g/m? Four milliliters of pentane were added to 1 ml of the sample
in a beaker. The sample was then purified using column chromatography, where activated silica gel
was used as the stationary phase. The sample was applied to the column and eluted with 10 ml
of hexane. The first fraction containing saturated hydrocarbons was collected in a vial. The second
fraction containing PAHs was eluted using 50 ml of dichloromethane and hexane (1:1). Due
to the large volume of solvent, the second fraction was first volume-reduced on a rotary vacuum
evaporator and then dried under a stream of nitrogen. Finally, the residues on the walls of the flask
were dissolved using 1 ml of isooctane and filtered into a vial. The third fraction containing polar
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compounds was eluted using 12 ml of methanol. The second fraction was analyzed using gas
chromatography with mass spectrometry, using an Rxi-PAH quartz capillary column (30 m x
0.25 mm ID; 0.1 um). The carrier gas flow rate was set to 1.2 ml/min. From each sample, 1 pl was
injected into the injector, whose temperature was 300 °C, using splitless mode. The transfer line
temperature was set to 300 °C. The temperature program was set to 80 °C for 1 min, ramping
15 °C/min to 250 °C for 7 min, 7°C/min to 300 °C for 7 min. Total run time was 30.48 min.

Results and discussion

Spruce chip samples underwent gasification, while the content of the second fraction containing
PAHs was monitored in individual samples taken before and after the filter using two different filter
sizes and three different reforming temperatures (500, 600, 700 °C). The largest proportion
of the content in the samples was accounted for by the analytes acenaphthylene, anthracene,
and phenanthrene. The efficiency of the large filter was determined by comparing the samples taken
before and after the filter, taking into account the reforming temperature. At a reforming temperature
of 500 °C, the PAH content was higher in the samples taken after the filter. At a temperature
of 600 °C, the PAH content in samples taken after the filter was the same or lower than in samples
taken before the filter, and at a temperature of 700 °C, the PAH content in samples after the filter was
lower. When using a small filter, the PAH content at a reforming temperature of 500 °C was lower
behind the filter. At 600 °C, the PAH content decreased significantly behind the filter, and at 700 °C,
it was higher for 6 analytes and lower for the rest. When comparing the effect of reforming
temperature on PAH content, it was found that at 600 °C, the PAH content decreased in all samples,
unlike at 500 and 700 °C, where the PAH content increased or remained the same.

Conclusion

The purpose of the work was to determine the content of the second fraction containing polycyclic
aromatic hydrocarbons and to determine the effectiveness of filter size and reforming temperature
on the removal of PAHs in waste material during the gasification of spruce chips. When comparing
reforming temperatures, 600 °C was found to be the most suitable temperature, at which PAHs were
largely removed. When comparing filter efficiency, a small filter was evaluated as more suitable due
to its ability to retain a larger amount of PAHs.
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Introduction

Livestock farming is a major contributor to the environmental release of antibiotics.
The administered dose of the drug is excreted from the animals’ bodies in 30-90% of its original form
through urine and faeces [1]. Manure is applied to fields as a fertiliser, which contributes
to sustainability and the improvement of soil quality. However, this process is leading to soil
contamination with antibiotic residues from manure unless properly treated [2]. Moreover, part of the
administered antibiotics is excreted as metabolites formed through the transformation of the parent
compound, which may remain microbiologically active [3]. The presence of antibiotics and their
metabolites in the environment contributes to the development of antimicrobial resistance of bacteria
(AMR), which poses a serious risk to human health. In addition, the gut microbiome of livestock
by itself serves as a major reservoir enabling the transmission of antibiotic resistance genes (ARGs)
between animals and humans [4].

This study analysed faecal samples from chickens at a commercial farm in the Czech Republic,
where antibiotic treatment was applied, focusing on the detection of residues of the administered
enrofloxacin and its metabolites.

Experimental design

Chickens were reared in the two production cycles, at three industrial barns of a commercial farm.
In the first week after their hatching, they were treated with enrofloxacin (ENR). The pooled faecal
samples across different sites of each barn were collected first two weeks after the chickens’ hatching.
Subsequently, they were collected every seven days throughout the month.

The optimised and validated ultrasound-assisted extraction method was used to extract
enrofloxacin and its metabolites from faecal samples [5]. Analytes in all prepared samples were
determined using ultra-high-performance liquid chromatography coupled with tandem mass
spectrometry (UPLC-ESI-TQ) with an optimised and validated method for their quantification [6].

Results and discussion
The fluoroquinolone antibiotic ENR was detected in all samples (up to tens of mg/kg), along with
its known and microbiologically active metabolite and degradation product, ciprofloxacin (CIP),

which was likewise detected in all samples (up to a few mg/kg). In addition, another metabolite and
degradation product of ENR was identified in the samples, which is formed from the breakdown
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of the piperazinyl substituent in the ENR or CIP molecule. It has been reported to have residual
antibacterial activity of up to 3% relative to CIP [7].

The concentration of ENR in faecal samples declined exponentially over time following antibiotic
administration to chickens, consistent with first-order elimination and degradation kinetics, a model
commonly described in pharmacokinetics. This trend was statistically significant, as shown
by the Pearson correlation coefficient. The kinetic equation further indicated the decrease
of the degradation rate as the compound concentration declined, with the half-life remaining constant
and independent of the initial concentration. A simultaneous exponential decrease was also observed
for CIP concentration, reflecting the gradual metabolism and elimination of ENR.

Conclusions

As a consequence of antibiotic treatment, significant levels of ENR residues were present
in the poultry gut microbiome, with the gradual elimination and degradation of antibiotics following
first-order elimination kinetics. Despite the degradation rate, even 1 month after the treatment, ENR
residues were measured in non-negligible concentration levels. Moreover, microbially active
metabolites formed from the transformation of ENR were identified in the samples alongside
the parent compound. These findings highlight the risk of applying improperly treated chicken
excrement to fields as fertiliser due to its high antibiotic content, which can also serve as a source
of ARGs.
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Photodynamic therapy (PDT) involves the use of light-activated photosensitizers that selectively accumulate in
cancer cells. When exposed to specific wavelengths of light, these photoactive compounds generate singlet
oxygen ('02) from molecular oxygen in its triplet ground state present in the air via intersystem crossing, and
the short-lived 'Oz species damages tumor cells. Compared to conventional one-photon excitation, two-photon
excitation using NIR laser light offers greater spatial selectivity and enables deeper tissue penetration.

In this regard, we present the synthesis of diverse quasi-quadrupolar ligands derived from arylamine-
functionalized 2,2’-bibenzothiazoles and bis(benzothiazol-2-yl)ketones, their complexations with ReCIl(CO)s,
and photophysical properties of the obtained ReCl(CO)3(N“N) complexes. The abovementioned ligands exhibit
intense intramolecular charge transfer and act as N”N bidentate donors, showing a notably red-shifted
absorption upon Re(I) complexation.

A series of arylamine-functionalized 2-H-benzothiazoles were synthesized from 6-iodobenzothiazole using a
Pd-catalyzed Sonogashira and Suzuki cross-coupling reactions with alkynes and corresponding boronic acids,
followed by homocoupling or carbonyl insertion and subsequent metal complexation. The obtained Re(I)
complexes were characterized by NMR ('H, '3C) and UV-vis absorption spectroscopies as well as by HRMS.
Most of the synthesized compounds show strong singlet oxygen generation potential.

This work has been supported by the Slovak Research and Development Agency (grant no. APVV-21-0503), the

Grant Agency of the Ministry of Education of the Slovak Republic (VEGA project no. 1/0669/22), and by the EU
NextGenerationEU through the Recovery and Resilience Plan for Slovakia under the project No. 09103-03-V03-
00040 (PUSHMAT).

[1] Marker, S. C.; MacMillan, S. N.; Zipfel, W. R.; Li, Z.; Ford, P. C.; Wilson, J. J. Inorg. Chem. 2018, 57,
1311-1331.

[2] Nociarova, J.; Osusky, P.; Rakovsky, E.; Georgiou, D.; Polyzos, 1.; Fakis, M.; Hrobarik, P. Org. Lett. 2021,
23, 3460-3465.

[3] Osusky, P.; Nociarova, J.; Smolic¢ek, M.; Gyepes, R.; Georgiou, D.; Polyzos, I.; Fakis, M.; Hrobarik, P. Org.
Lett. 2021, 23, 5512-5517.

223



Pseudo-Quadrupolar (V-shaped) Furan and Thiophene Cored Derivatives with Boronated Benzothiazoles
as Promising Two-Photon Absorbing Dyes

Mayuri Karanth Thalekela!, Rajmohan Rajamani®, Peter Hrobarik*

*Comenius University, Faculty of Natural Sciences, Department of Inorganic Chemistry, llkovicova 6, Mlynska
dolina, 842 15 Bratislava, Slovak Republic, thalekelal@uniba.sk

We synthesized a series of V-shaped dyes constructed from furan-2,5-dicarboxylic acid (FDCA) — serving as a
renewable building block in various bio-based materials and bioplastics — and benzothiazole-2-amines connected
to the diarylamine donor via m-spacer of varying conjugation length. The corresponding amide-linked
benzothiazoles reacted with BFs, rigidifying the m-conjugated framework and enhancing charge-transfer. In
parallel, an analogous series based on commercially available thiophene-2,5-dicarboxylic acid was also
synthesized. Both the series of compound were characterized by *H, **C, 'B and *°F NMR, HRMS and UV-Vis
absorption and emission spectroscopies. Additionally, the molecular structure of one of furan-cored products was
also determined by X-ray crystallography. The resulting boronated heteroarenes emit in the red to the deep-red
spectral range, exhibit significant Stokes shifts (~4000-7000 cm), as per quantum-chemical calculations, the
derivatives with extended n-conjugation are anticipated to exhibit large TPA cross-sections. Consequently, these
dyes are being investigated for their nonlinear optical (NLO) properties using femtosecond laser techniques,
including two-photon excited fluorescence (TPEF) and Z-scan measurements, which are currently in progress.
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Toluene, a widely used solvent and fuel additive, is a persistent pollutant in soil and groundwater,
posing risks to ecosystems and human health. Developing cost-effective and sustainable adsorbents
for its removal is therefore a key environmental challenge. One promising approach lies in the use
of clay minerals. These naturally occurring materials stand out because of their extraordinary
surface area, ability to exchange ions, and tendency to hold onto different molecules. They are also
cheap, widely available, environmentally safe, and ideal candidates for large-scale remediation [1].
Moreover, their modification into organoclays significantly improves affinity for organic
contaminants by introducing additional hydrophobic and polar interaction sites [2].

In this study, we investigated the adsorption of toluene on two smectite clays., montmorillonite
(Mnt) and saponite (Sap) in both pristine and poly(2-methyl-2-oxazoline)-modified (PMOXx) forms
[3]. Using Density Functional Theory (DFT) with the D3 scheme for correction of dispersion forces
we evaluated intercalation energies and hydrogen bonding interactions to elucidate the underlying
adsorption mechanisms [4].

The results demonstrated that PMOXx-modified clays exhibit stronger intercalation stability and
enhanced hydrogen bonding compared to their unmodified counterparts. These findings suggest that
PMOx-functionalized smectites are promising, environmentally friendly materials for the
remediation of toluene-contaminated environments.
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Abstrakt

Lesy predstavuju vyznamny zdroj obnovitelnej suroviny vyuzivanej v réznych odvetviach
drevospracujiiceho priemyslu, ako napriklad v papierenskom, stavebnom, ¢i energetickom
priemysle. Z pravidla je potrebné drevni hmotu pred finalnym spracovanim na pozadovany produkt
najskor opracovat, teda zbavit' kory. Kora predstavuje priblizne 5 — 20 hm. % vytazeného dreva.
Z tohto dovodu kora predstavuje vyznamny podiel lesnej biomasy, ktord je vSak v dneSnej dobe
vyuzivana predovsetkym na energetické ucely [1]. Tento vedl'ajsi produkt drevospracujiceho
priemyslu vSak predstavuje zaujimavy zdroj latok s pridanou hodnotou. AvsSak pri konvencnych
postupoch extrakcie sa ziskava Siroké spektrum tychto latok, ¢o nasledné vedie ku naroénej
anakladnej separacii na cielené frakcie. Preto cielom tejto prace je vyvinat a optimalizovat
extrakéni techniku, ktord bude cielend na uréitu skupinu extrahovatelnych zlucenin. Touto
cielovou skupinou latok st fenolové zluceniny, ktoré maji vd’aka svojej Strukture antimikrobialne,
antioxida¢né, neuroprotektivne a kardioprotektivne ucinky [2], [3].

V tejto praci sa ako Specifické extrakéné €inidla pouzili hlboko eutektické rozptstadla (DES) na
baze cholin chloridu a sacharidov [4], [5]. Extrakcia fenolovych zli¢enin bola vykonana pre vzorky
kory drevin: buk lesny (Fagus sylvatica), dub letny/zimny (Quercus robur/pacreae), hrab obycajny
(Carpinus betulus), borovica lesna (Pinus sylvestris), smrek obycajny (Picea abies) a jedla biel'a
(Abies alba). Tieto dreviny boli vybrané na zdklade rozSirenia na Uzemi Eurdépy ako aj
s prihliadnutim na ich priemyselné vyuzitie. Pre extrakciu fenolovych zlucenin z kory stromov bol
pripraveny dvojfaktorovy planovany experiment (DoE). Tomuto DoE predchddzala literdrna reSers
s cielom vybrat’ vhodny rozsah experimentalnych podmienok (teplota 30 — 100 °C a ¢as 60 — 180
min). Vysledkom tejto prace je porovnanie ti¢innosti jednotlivych rozpustadiel na celkovy vytazok
extraktivnych latok, celkovy pocet fenolov a antioxida¢nu aktivitu pripravenych extraktov
spominanych vzoriek kory.
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Introduction

Radioactive barium-133 (!33Ba) is a synthetic radionuclide commonly released into the
environment through anthropogenic activities, such as its use in instrument calibration,
medical diagnostics, and nuclear research applications'. Being a gamma-emitting isotope
with a half-life of ~10.5 years, '**Ba poses significant radiological and ecological risks due
to its persistence and potential for biological accumulation'. Therefore, the development of
effective and low-cost materials for the removal of Ba?" ions from contaminated aqueous
systems is of considerable environmental importance. In the present study, batch adsorption
experiments were conducted to evaluate the adsorptive performance of Perlite-Alginate-
Chitosan composite for the uptake of barium ions from aqueous solutions. The influence of
dosage, temperature and competitive ions has been investigated.

Experimental Section
Chemicals

All chemicals were of analytical grade and procured from reputable suppliers such as Merck
and Sigma-Aldrich. The adsorbent material was synthesized in bead form following a
procedure adapted from previously reported methods?>. Distilled water used for solution
preparations.

Batch adsorption experiment

In a typical batch adsorption experiment, 9.9 mL of BaCl- solution was mixed with 0.1 mL
of '**Ba radiotracer, ensuring negligible change in total Ba?* concentration. After
homogenization, 5 mL was taken as blank, and the remaining 5 mL was treated with the
adsorbent for predetermined contact times. The mixture was filtered, and both blank and
sample solutions were analyzed for gamma activity using a Nal(Tl) detector to determine
adsorption capacity. Temperature studies were performed at a constant adsorbent dosage of
25 mg, while dosage experiments varied between 10 to 100 mg. Competitive ion
experiments were conducted using equimolar Sr**, Na*, and Mg?" solutions with a fixed
Ba?" concentration to assess selectivity. Contact time and pH were constant throughout all
experiments being performed at laboratory conditions.
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Results and Discussion
Effect of dosage

The adsorption capacity of **Ba decreased from 31.04 to 3.36 mg g! as the adsorbent
dosage increased from 2 g L' to 20 g L'. This inverse relationship indicates that higher
sorbent concentrations lead to aggregation and overlapping of active sites, resulting in
reduced surface area available per unit mass*.

Effect of Temperature

The adsorption capacity of '**Ba remained nearly constant, varying only slightly from 25.29
t026.17 mg g ! as the temperature increased from 35 °C to 55 °C. This consistency indicates
that temperature has a minimal influence on the adsorption process, suggesting that **Ba
uptake occurs mainly through physisorption or surface ion exchange mechanisms rather
than temperature-dependent chemical interactions.

Effect of Competitive ions

The adsorption capacity of '**Ba showed only a minor decrease from 0.240 to 0.234 mg g™!
with increasing concentrations of competing ions from 0.0000097 to 0.00097 mol L. This
slight reduction indicates that the presence of other cations has minimal interference with
Ba?" adsorption. The results suggest a strong selectivity of the adsorbent toward barium
ions, likely due to its favourable ionic size and stronger electrostatic interaction with the
active sites®.

Conclusion

The Perlite-Alginate-Chitosan composite demonstrated effective adsorption of radioactive
133Ba from aqueous solutions under varied conditions. The adsorption performance
remained consistent across temperature changes and showed strong selectivity in the
presence of competing ions. These findings highlight the material’s stability and affinity
toward Ba?* ions, confirming its potential for practical radionuclide remediation. Overall,
the composite presents a promising and efficient material for barium isotope removal from
aqueous environments.
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Introduction

The aim of this work was to prepare and characterize enteric capsules primarily based on
polysaccharides, which may serve either for targeted drug release in the intestinal environment or as
an alternative method for fecal microbiota transplantation. Innovative techniques were employed in
their preparation, which could significantly contribute to the development of personalized medicine
[1]. This study expands the potential use of hot melt extrusion (HME) in combination with fused
deposition modeling (FDM) 3D printing.

Methods

Using a Noztek Touch extruder, a series of filaments with optimized compositions were
prepared, which were subsequently printed into capsules using a Prusa i3 MK3S+ FDM 3D printer.
The main component of the capsules was Affinisol™ (HPMC modified for the HME process),
while secondary components at concentrations of 10 or 20 % included, for example, pullulan,
xanthan, gellan, or CAP.

The developed dosage form was characterized using physicochemical and pharmaceutical
technology methods. A dissolution test (apparatus Sotax AT7 Smart) was crucial for the in vitro
study, involving capsules filled with a mixture containing caffeine as a model API. Testing was
started in dissolution medium with pH 1.2 for 2 hours. The pH of the dissolution medium was
increased to 6.8 for the next 22 hours of dissolution testing. Dissolution profiles were constructed,
and tiae values were determined.

Further comprehensive characterization of the prepared capsule formulations was performed,
including hardness testing, dimensional and weight analysis, determination of moisture content and
hygroscopicity, as well as stability and disintegration tests.

Results

As demonstrated by the pH-gradient dissolution test, all tested capsule formulations met the
requirement for acid resistance, remaining intact in the acidic dissolution medium for two hours. In
the disintegration test, some formulations met the European Pharmacopoeia criteria for extended-
release dosage forms (remaining intact for 120 minutes in acidic medium and expected to
disintegrate within 60 minutes in a dissolution medium at pH 6.8). However, some remained intact
throughout the entire 6-hour test, suggesting the potential for targeted drug release in the distal parts
of the intestine. The results of the dimensional analysis indicate that, for routine capsule production,
further optimization of the 3D printing process and, if necessary, the extrusion process would be
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required, as some formulations did not meet the specified acceptance limit [3]. The detected
residual moisture content in all tested capsules is not expected to affect their properties, as the
variations remain minimal and do not exceed 3%.

Conclusion

Based on the results, it has been confirmed that the use of HME and FDM 3D printing in
combination with biopolymer materials represents a promising approach in modern pharmaceutical
technology. The prepared capsules have potential not only as drug delivery systems for controlled
API release into the intestinal environment but also as an alternative method for fecal microbiota
transplantation. Currently, in vivo tests are being conducted on selected formulations in healthy
volunteers, probiotic studies, and experiments focused on monitoring the transit and disintegration
of these capsules in the gastrointestinal tract of piglets.
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Introduction

Hydrogels are three-dimensional polymer networks with high flexibility and water content.
Their properties can be tailored by modifying polymer concentration, dispersing medium, or by
adding various additives and combining polymers. Owing to their soft texture, elasticity,
biocompatibility, and responsiveness to external stimuli, hydrogels are considered smart materials
with wide application potential [1].

Hydrogels are generally divided into two categories: physical and chemical. Physical hydrogels are
formed through non-covalent interactions such as electrostatic forces, chain entanglement, and
hydrogen bonding. These networks are typically unstable and may undergo a phase transition from
solid to liquid upon heating. In contrast, chemical hydrogels are formed through covalent cross-
linking of polymer chains, creating thermally stable three-dimensional networks [2].

Auspicious material for preparing chemically cross-linked hydrogels is poly(ethylene glycol) (PEG),
a polyether composed of repeating ethylene glycol units [-(CH.CH20),—]. PEG is highly flexible,
biocompatible, amphiphilic, and hydrophilic, with excellent solubility in water. Its physicochemical
versatility and toxicological safety make it suitable for biomedical and pharmaceutical applications,
including parenteral formulations, lubricants, ultrasound gels, and suppositories [3].

PEG-based hydrogels can be synthesized via radical photopolymerization of PEG diacrylate
(PEG-DA) using UV or visible light initiators. This process allows rapid and spatially controlled
cross-linking, making PEG-DA particularly suitable for 3D printing applications, where hydrogels
can be cured immediately after extrusion. Combining PEG-DA hydrogels with 3D printing thus offers
a promising strategy for developing customizable carrier systems with precise structure and tuneable
functionality [4].

Experimental part

In the preliminary phase of the investigation, it was imperative to formulate an ink conducive
to 3D printing via extrusion through a nozzle. To achieve this objective, various concentrations and
molecular weights of sodium alginate were initially examined. The potential applicability of the ink
for 3D printing was evaluated by extruding the ink utilizing a syringe. Subsequently, the chosen
hydrogel inks underwent a three-step thixotropic test. Drawing from the outcomes of rheological
evaluations, the definitive composition of the hydrogel ink intended for 3D printing was established,
which was then subjected to rheological analyses to monitor the duration of the radical polymerization
of PEG-DA within the hydrogel ink. Furthermore, an investigation was conducted to ascertain
whether the incorporation of the semi-interpenetrating (semi-IPN) component exerts any influence
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on the gelation duration. In the concluding segment of the research, specimens were fabricated
employing a 3D printer.

Results and discussion

In the optimization phase of the hydrogel ink preparation for 3D printing we successfully
identified the optimal molecular weight and concentration of sodium alginate (SA), which functions
as a thickening agent in the hydrogel ink (molecular weight 313 kDa, concentration 3 wt.%), thereby
establishing an ideal ink formulation for the 3D printing of hydrogels (6 wt.% PEG-DA, 3 wt.% SA,
0.06 wt.%/0.1 wt.% photoinitiator). Subsequently, a three-step thixotropic test was conducted on this
hydrogel formulation, which demonstrated that the ink we developed possesses exceptional stress-
relaxation characteristics, rendering it appropriate for 3D printing applications. Given our intention
to investigate the transport properties of 3D printed hydrogel structures in subsequent studies, we also
employed a specialized UV-Peltier plate-plate apparatus to conduct rheological assessments,
scrutinizing the gelation duration of PEG-DA within the ink, into which a semi-IPN component was
integrated. The findings derived from these evaluations indicated that the incorporation of the
semi-IPN polymer network component does not influence the gelation time. The ink formulated by
our team has also been utilized for 3D printing, wherein we successfully printed hydrogel lattices
layer by layer, without any incidents of ink spillage or distortion of the printed structures prior to the
formation of the PEG network.

Conclusion

We successfully formulated an ink appropriate for the 3D printing of hydrogel materials
comprised of PEG-DA and SA. Moreover, we were able to ascertain that the incorporation of
a semi-IPN component into the ink does not influence the polymerization duration of the PEG-DA
hydrogel network, thereby rendering the ink we developed and the resultant printed objects as viable
candidates for the investigation of transport phenomena. Based on our preliminary findings, we have
established that by varying the concentration of the semi-IPN component, we can modulate the release
of the model probe within the hydrogel network.
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ABSTRACT

This study explores the interactive effects of green-synthesized silver nanoparticles (AgNPs),
derived from Saraca asoca leaf extract, and smoke-saturated water (SSW) on the biochemical,
physiological, and growth parameters of sunflower (Helianthus annuus L.). The AgNPs were
characterized using UV-Vis spectrophotometry, FTIR, XRD, EDS, and TEM techniques to
confirm their nanoscale properties and functional groups. Sunflower seeds were treated with
varying concentrations of SSW, AgNPs, and their combinations, and the resulting effects on plant
growth parameters, morphological characteristics, chlorophyll content (via SPAD), and gas
exchange parameters were assessed. Biochemical analyses included estimation of proline,
antioxidant enzymes (CAT, POX, SOD), nitrate reductase, and carbonic anhydrase activities. The
combined application of AgNPs and SSW exhibited a synergistic effect, improving plant vigor,
enhancing stress tolerance mechanisms, and positively influencing key physiological responses.
These findings suggest that integrating nanobiotechnology with natural biostimulants like SSW
offers a promising, eco-friendly approach for sustainable crop improvement under changing

environmental conditions.
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Uvod

Hydrogely jsou mékké, vysoce hydratované materidly, které diky své biokompatibilité, nizké
toxicit¢ a laditelnym vlastnostem nachazeji §iroké uplatnéni v mnoha oblastech, naptiklad
v biomedicing, farmacii, potravinaistvi ¢i zemédé€lstvi [1]. Jednim z nejCastéji pouzivanych
polymert pro jejich pfipravu je alginat sodny, linearni polysacharid slozeny z -D-mannuronové
a o-L-guluronové kyseliny. Jeho schopnost snadno reagovat s dvojmocnymi ¢&i trojmocnymi
kationty, zejména s Ca?*, umoZiuje rychlou tvorbu gelu bez nutnosti pouZiti toxickych sitovacich
¢inidel [2].

Tradi¢né pouzivana metoda vnéjsi ionotropni gelace, zalozena na difuzi iontl do roztoku, ¢asto
vede k nehomogennim strukturdm s hustou vnéjsi vrstvou a méné zesitovanym jadrem [3]. V této
praci piedstavujeme optimalizovany proces vnitini ionotropni gelace alginatu, ktery slouzi jako
alternativni a pfesné fizeny zpusob tvorby homogennich hydrogeli. Tento piistup vyuziva
kombinaci nerozpustného zdroje kationtii, uhli¢itanu vapenatého (CaCQOs), a glukono-6-laktonu
(GDL), jehoz postupna hydrolyza vede k pozvolnému uvoliiovani protont, a tim i Ca?* iontd, které
iniciuji zpozdénou a rovnomeérnou gelaci polymerni matrice. Vyhodou této metody je moznost
piesného fizeni doby gelace i vysledného pH uUpravou molarniho poméru CaCOs:GDL, coz
umoziiuje ptizpusobit vlastnosti hydrogelu konkrétnimu ucelu.

Experimentalni ¢ast

Hydrogely byly pfipravovany metodou vnitini ionotropni gelace z roztokd alginatu sodného
obsahujicich CaCOs, ktery slouzil jako nerozpustny zdroj kationti, a GDL zajist'ujiciho postupné
okyseleni systému, a tedy i postupné uvolilovani Ca*" iontl. Byl studovan vliv molarniho poméru
CaCOs:GDL (1:1-1:2) na prubéh gelace, vysledné pH a mechanické vlastnosti gelu.

Mechanické vlastnosti vyslednych hydrogelovych materialti byly sledovany pomoci reometrie,
konkrétné s vyuzitim amplitudovych a ¢asovych testi. Déale byla hodnocena struktura gelti pomoci
skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) a v pfipadé hydrogelii obsahujicich poly(2,3-
dihydrothieno-1,4-dioxin)-poly(styrensulfonat) (PEDOT:PSS) byla zméfena jejich elektricka
vodivost.

Pro biomedicinské aplikace byla pfipravena smés s obsahem 1hm. % alginatu, 4 hm. %
hovéziho sérového albuminu (BSA) a 1-3 hm. % PEDOT:PSS, kterd po tepelném oSetfeni
(75 °C / 30 min) gelovala za pouziti CaCOs a GDL. V ramci zemédélskych aplikaci byla metodou
vnitini ionotropni gelace provedena enkapsulace bakterii Azotobacter vinelandii do alginatovych
gelti.
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Vysledky a diskuze
Optimalizace molarniho poméru CaCO;:GDL ukazala, ze pomér 1:1,5 poskytuje nejvyvazeng;si
kombinaci vlastnosti. Pfi tomto poméru probihd gelace plynule, pH se pohybuje kolem neutralni
hodnoty a vysledné hydrogely vykazuji vysokou mechanickou pevnost. Vyssi koncentrace GDL
sice zrychluje gelaci, ale mize zpUsobit nadmérnou acidifikaci a vznik bublin, zatimco niz§i
koncentrace vede k neuplné gelaci. Podobné i zména koncentrace uhli¢itanu vapenatého vyznamné
ovliviiuje vyslednou strukturu — jeho vyssi obsah zlepSuje mechanickou pevnost, avSak soucasné
zvySuje synerezi, tedy uvolfiovani vody z polymerni sité, které mize vést k ubytku objemu
a postupnym strukturnim zménam.

U vodivych hydrogelti na bazi algindt-BSA-PEDOT:PSS bylo pozorovano, Ze zvySujici se
koncentrace vodivého polymeru vede k nardstu elektrické vodivosti bez vyznamného ovlivnéni
mechanické pevnosti.

Zavér

Vnitini ionotropni gelace umoziiuje piipravu homogennich alginitovych hydrogelt s fizenym
a zpozdénym priabehem gelace. Optimalni molarni pomér CaCOs:GDL = 1:1,5 zajist'uje neutralni
pH, vhodnou dobu gelace a dobrou mechanickou pevnost. Optimalizovana metoda gelace byla
uspésné pouzita pro enkapsulaci bakterii Azotobacter vinelandii pii tvorbé bioinokulanti
podporujicich rtst rostlin a zarovefi pro pfipravu elektrokonduktivnich hydrogeli na bazi alginat—
BSA-PEDOT:PSS, které¢ jsou perspektivni pro regeneraci nervové tkané. Zpozdéna gelace v tomto
systému umoziiuje piimou aplikaci materidlu do mista poskozeni, jeho tvarovou adaptaci
a naslednou in situ gelaci.
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Introduction

Copper is an essential trace element, that can be incorporated into various phosphate
bioceramics, including tricalcium phosphate and phosphate-based glasses, through substitution or
doping. This incorporation stabilizes the ceramic structure, enhances porosity, and improves crystal
growth, all of which are beneficial for cell attachment and proliferation. Importantly, copper-doped
phosphate bioceramics exhibit broad-spectrum antibacterial properties, effectively inhibiting
pathogens like Escherichia coli and Staphylococcus aureus, while maintaining cytocompatibility
with mammalian cells [1, 2]. Reviews of copper-containing biomaterials further highlight their
ability to stimulate blood vessel growth, promote new bone formation, and reduce reliance on
antibiotics in orthopedic applications [3].

The objective of this study was to prepare pure and dense copper phosphate (CuP) bulk ceramic
materials with the main aim to improve its microstructure, to find the optimal sintering conditions
and investigate their biological response using cytotoxicity tests.

Experimental part

Commercially available copper phosphate (CuP) powder (ThermoFischer, 98 % purity) was
ground in the agate mortar and used for cold pressing at a pressure of 5 MPa for 30 seconds. Green
bodies were sintered at 900°C for 1 hour in a high-temperature furnace (Swedish Furnace AB,
Sweden). As a first a heating microscopy was used to determine sintering conditions.

Sintered samples were used for further characterization. The x-ray phase analysis,
microstructure monitoring, determination of bulk density, and solubility testing in distilled water
and DMEM was performed. The human gingival fibroblasts (GF1) were applied to investigate
cytotoxicity behaviour of prepared samples for 96-hour period. The MTS test was used to assess
viability and potential cytotoxicity of the tested material. In the contact cytotoxicity test, human
gingival fibroblasts were controlled by inverse optical microscopy after direct exposure to various
samples.

Results
CuP sample prepared by cold-pressing and sintered at 900 °C showed microstructure with

closed porosity and just with very small pores entrapped among the grains. The X-ray pattern of
CuP sample revealed just single phase of Cu3(POs4)2 — copper phosphate.
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The second part of the study focused on evaluating the cytotoxicity of CuP samples. The results
of contact toxicity test on GF1 cells demonstrated that the CuP sample exhibited the most
favourable outcomes, showing no cytotoxic effects on either cell proliferation or morphology. In
MTS assay CuP sample showed the low cell proliferation which may indicate cytotoxicity. When
observing the samples under the microscope, there were areas near the samples either colonized by
cells or with a high number of dead cells.

Test of contact cytotoxicity
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Figure 1 Number of GF'1 cells after 96 hours of contact cytotoxicity testing (NC — negative control,
NCg — negative control with gauze, PC — positive control)

Discussion and conclusion

We successfully prepared dense pure Copper phosphate. Analysis of samples using an electron
microscope revealed closed porosity with irregular small and big grains. Cytotoxicity testing had
inconsistent result and need further testing to be used in tissue engineering.
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Uvod

Hydroxyapatit (Cas(PO:);OH) predstavuje zakladni anorganicku zlozku kosti a zubov a patri
medzi najviac skimané materidly pre nahradu kostného tkaniva. Jeho chemicka podobnost’ s
mineralnou fazou kosti a vynikajuca osteokonduktivita z neho robia vhodny material pre implantaty
a kostné nahrady. V porovnani s bioaktivnymi sklami, najmé boritanovymi, mad HA vyssiu
biokompatibilitu a lepSie mechanické vlastnosti. [1,2]

Mastenec (SisMg:O1(OH)z) je vrstveny kremicitan pouzivany ako plnivo v keramike,
polyméroch a kompozitoch na zlepSenie pevnosti a elasticity. Jeho Struktara typu T-O-T so slabymi
van der Waalsovymi vidzbami zabezpecCuje dobrii chemicku stabilitu. Viaceré prace poukazuju, ze
pridanie mastenca moze zlepSit mechanické vlastnosti HA bez negativneho vplyvu na
biokompatibilitu. [3,4]

Cielom prace bolo pripravit kompozity HA s réznym podielom mastenca a posudit’ ich
cytotoxicitu a mechanické vlastnosti s ohl'adom na vyuzitie v biomedicinskych scaffoldoch.

Experimentalna ¢ast’

Zakladnym materialom bol komer¢ne dostupny hydroxyapatit farmaceutickej Cistoty (Ca/P =
1,53). K HA bol pridany mastenec v mnozstve 1, 5 a 10 hmotn. %. Po homogenizacii sa zmesi
lisovali do peliet (@ 12 mm) pri tlaku 4 MPa a spekali pri 1300 °C pocas 1 h.

Cytotoxicita sa hodnotila metddami MTT a LDH. MTT test zistoval metabolickll aktivitu
buniek redukciou MTT na formazan, ktorého intenzita sfarbenia bola merana spektrofotometricky
pri 490 nm. LDH test urcoval poskodenie bunkovej membrany uvol'nenim enzymu do kultivaéného
média. Kontaktny test sledoval morfologiu buniek ATSCs po 48 a 72 h, pricom cisty HA sluzil ako
negativna a SDS ako pozitivna kontrola.

Vzorky urcené na mechanické testy boli kultivované s bunkami 3 a 6 tyzdiov. Po kultivacii boli
bunky odstranené trypsinom, materidly vysuSené a testované na tvrdost. Tvrdost sa merala
Vickersovou metddou pomocou zariadenia ZWICK Z2.5. Kazda vzorka bola merana minimalne
desatnasobne, aby sa zachytili mozné heterogenity povrchu.

Vysledky

Testy cytotoxicity preukazali, ze ziadna zo vzoriek nemala inhibi¢ny ucinok na proliferaciu
buniek ani neposkodzovala ich membrany. Hodnoty bunkovej zivotaschopnosti zostali nad 75 %, ¢o
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potvrdzuje biokompatibilitu kompozitov. Morfologické pozorovania neodhalili Ziadne zmeny tvaru
buniek oproti kontrolam.

Vickersova skuska ukézala, ze kompozity s 1 hmotn. % mastenca dosahovali tvrdost’ podobnu
gistej HA. Pri 5 % mastenca doslo k poklesu tvrdosti, zatial' Go pri 10 % sa opit zvysila. Dizka
kontaktu s bunkami (0-6 tyzdiiov) nemala vyznamny vplyv na hodnoty tvrdosti. Hlavnym faktorom
ovplyviiujicim mechanické vlastnosti bola teda koncentracia mastenca.

Tieto vysledky naznacuju, Ze upravou obsahu mastenca mozno cielene ovplyvnit' pevnost’ a
tvrdost’ materialu bez negativneho dopadu na jeho biokompatibilitu.

Zavery

Stadia preukazala, e kompozity na baze hydroxyapatitu s pridavkom mastenca si zachovavaju
dobrti biokompatibilitu a vykazuju zlozenim zavislé mechanické spravanie. Testy MTT a LDH
nepotvrdili ziadny cytotoxicky efekt, ani poskodenie bunkovych membran. Tvrdost vzoriek
zavisela predovsetkym od mnozstva mastenca, nie od doby kontaktu s bunkami.

Kompozit s 1 hmotn. % mastenca mal tvrdost’ porovnatel'na s ¢istym HA, zatial’ ¢o pri 10 % bol
pozorovany jej narast, co mdze suvisiet s tvorbou sekundarnych faz pocas spekania. Materialy
tohto typu tak predstavuju perspektivny zéklad pre vyvoj scaffoldov a d’alsich biokeramickych
implantatov.
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Uvod

Hlavni néplni této experimentalni prace je ovéfit, jak metody zpracovani fepkovych oleji, predevsim
pak nova technologie tzv. Setrné fyzikalni rafinace, ovliviiuji vybrané znaky kvality,a jestli maji vliv
na stabilitu oleji béhem skladovani. Repkové oleje jsou zaroven porovnany s olivovym olejem.
meéla zvysit stabilitu oleje, s ohledem na pouze ¢aste¢né odstranéni minoritnich slozek béhem procesu
se vSak neocekava takova stabilita jako u oleje plné rafinovaného.

Experimentalni ¢ast

Pro analyzu jsou pouzity nasledujici vzorky olejii: 1 - FABIO, Repkovy olej za studena lisovany,
$etrné rafinovany, 2 - FABIO, Repkovy olej rafinovany, 3 - BioEnergo Komplex, Repkovy olej za
studena lisovany, 4 - DEMETRA, Extra panensky olivovy olej z Kréty. Podminky dlouhodobého
skladovaciho testu: po zakoupeni byly vzorky zanalyzovany (10/2024), paralelni vzorky byly ulozeny
pfi teploté 20 °C v temnu, testovany byly po jednom roce (10/2025).
Stanoveni &isla kyselosti dle normy CSN ISO 660
Cislem kyselosti se vyjadiuje obsah volnych mastnych kyselin a dalich kysele reagujicich slozek
oleje. Principem metody je rozpusténi vzorku ve smési rozpoustédel a jeho nasledna titrace
hydroxidem do bodu ekvivalence stanoveného pomoci barevného indikatoru, fenolftaleinu.'
Stanoveni peroxidového &isla dle normy CSN EN ISO 3960
Peroxidové ¢islo detekujici mnozstvi primarnich oxidacnich produktl se stanovuje jodometricky. Je
vyjadiovano v miliekvivalentech aktivniho kysliku na kilogram vzorku oleje (mEq O.kg™).!
Senzorické hodnoceni oleji
Senzorické hodnoceni je provedeno panelem 23 hodnotitelti (rok 2024) a 20 hodnotiteld (rok 2025)
z VSCHT Praha, hodnoticich vybrané deskriptory, jez popisuji typické vlastnosti oleji. Pro
senzorické hodnoceni pfislusnych deskriptort, tykajicich se pfijemnosti chuti a ving, intenzity
vybranych chuti a viini véetné ofiskové, zelné/travové aj., je pouzita profilova metoda.
Stanoveni tékavych latek olejii metodou SPME-GC/MS
Tékavé latky byly stanoveny pomoci metody SPME-GC/MS. Latky byly identifikovany na zakladé
konfirmace reten¢nich indexi a shody m/z spektra s NIST knihovnou (NIST 14).

Vysledky a diskuze
Stanoveni &isla kyselosti dle normy CSN I1SO 660

Cisla kyselosti byla ve shodé s Codex Alimentarius, v némz byla maximalni moZna hodnota &isla
kyselosti rafinovaného oleje 0,6 mg KOH.g"!, pfi¢emz naméfené hodnoty se pohybovaly v rozmezi
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0,2 — 0,4 mg KOH.g™!. Hodnotam v Codexu Alimentarius odpovidaly také oleje nerafinované (za
studena lisované), jejichz &isla kyselosti se pohybovala mezi 1,1 — 1,6 mg KOH.g™!, tedy pod limitem
4 mg KOH.g™!. 2 U zadného ze vzorkii nedoglo k hydrolyze triglyceridi a zvySovani &isla kyselosti tj.
nebyl prokazan vyznamny vliv skladovani na stabilitu vyrobku.

Stanoveni peroxidového &isla dle normy CSN EN ISO 3960
Peroxidova &isla oleje rafinovaného (< 10 mEq O.kg™) stejné jako fepkového lisovaného za studena
(< 15 mEq Okg') spliiovala limity uvedené v Codex Alimentarius. Hodnoty pro olej Setrng
rafinovany a olej olivovy vSak piekratovaly povolenou mez.? Velmi specificky byl pokles
peroxidového Cisla oleje Setrné rafinovaného, kde pravdépodobné doslo k rozkladu primarnich
oxidaénich produktii na sekundarni, které jiz metodou méfeni peroxidového &isla nelze detekovat. *
Peroxidova ¢isla v prabéhu skladovani u ostatnich oleji narostla, vyznamny nartst byl pozorovan u
oleje rafinovaného, kde se hodnota zvysila o témét 5 jednotek (z 1,4 na 6,0 mEq O.kg™).

Senzorické hodnoceni oleji
Chut'ove byl nejvice oblibeny fepkovy olej lisovany za studena, a to pted i po skladovani. V olejich
dochazelo béhem skladovani k rozvoji ofiskové chuti s intenzitou okolo 1,5 — 2,0 pro olej lisovany
za studena a mezi 0 — 1,5 pro ostatni testované oleje. Pfitomna byla také zelna/travova chut’ i ving.
Deskriptory typické pro vady oleju (zlukla chut’ a viing) byly u Cerstvych i skladovanych oleji na
nizké trovni (s intenzitou do 1). Profil odpovidal literatuie. *

Stanoveni tékavych latek oleji metodou SPME-GC/MS
Olivovy olej byl nejbohatsi na obsah tékavych latek vyjadienych jako celkova plocha, zatimco olej
Setrné rafinovany a rafinovany obsahovaly detekovanych latek nejméné. Nejvice zastoupenou latkou
napti¢ v8emi druhy oleji byl hexanal, povazovany za obvyklou souc¢ast aroma rostlinnych oleju. Jeho
zvySena koncentrace vSak byla dalezitym ukazatelem oxidace lipidl, zejména nenasycenych
mastnych kyselin.’ Jeho mnoZstvi béhem skladovani nartistalo.

Zavér

Vyrobky s vyjimkou vysokého peroxidového Cisla u vzorku Setrné rafinovaného oleje, spliovaly
kvalitativni pozadavky. K vyraznym zménam zadného ze sledovanych znakti nedoslo, projevila se
prirozena fluktuace parametru. Olej Setrné rafinovany podléhal degradaci snazeji nez olej rafinovany,
presto vsak byl pro hodnotitele na konci skladovani piijemnéjsi nez olej rafinovany a dal§imi atributy
byl srovnatelny s ostatnimi testovanymi oleji.
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Uvod

Ruza moyesova (Rosa moyesii) obsahuje vysoké zastiipenie bioaktivnych latok, medzi ktoré
radime i beta-karotén. Beta-karotén je nevyhnutny pre spravne fungovanie imunitného systému,
znizuje riziko vzniku rakoviny, obezity, kardiovaskuldrnych ochoreni imnohych d’alSich
civilizaénych ochoreni. Pestrim jedalnickom, ktory obsahuje dostato¢né zastiipenie ovocia a
zeleniny sa da predchadzat’ mnohym z tychto ochoreni [1].

Stanovenie obsahu beta-karoténu v plodoch ruze moyesovej je ddlezité aj z hladiska
vyhodnotenia ich nutricnej hodnoty, a teda potencidlneho vyuzitia v rdznych odvetviach
priemyslu, ako je potravinarstvo, kozmetika alebo farmacia. Zohravaju dolezita tlohu v procese
fotosyntézy a chrania bunky organizmu pred oxidacnym stresom. Podl'a dostupnych vyskumov
sa ukazalo, ze Sipky réznych odrod ruzi obsahujii vyznamné zastipenie karotenoidov, pricom
beta-karotén patri medzi hlavné zlozky [2].

Na kvantifikaciu karotenoidov v rastlinnych materidloch sa pouzivaju rdzne analytické
metddy. V tejto praci sme vyuzili vysokoudinni kvapalinova chromatografiu a tenkovrstvovu
chromatografiu.

Experimentalna ¢ast’

Plody ruze moyesovej pochddzali z botanickej zéhrady Slovenskej pol'mohospodarskej
univerzity v Nitre. Po vysuseni a homogenizacii boli §ipky extrahované zmesou aceténu, metanolu a
petroléteru v pomere 3:2:1. Ziskany extrakt bol prefiltrovany a odpareny na rotacnej vakuovej
odparke.

Na kvalitativnu identifikaciu karotenoidov bola pouzita tenkovrstvovéa chromatografia (TLC),
ktorej mobilna faza pozostavala zo zmesi aceton:petroléter (1:1).

Antioxida¢na aktivita extraktu sa stanovila spektrofotometricky metédou DPPH pri 517 nm,
ktora vychadzala z linearnej zavislosti absorbancie DPPH roztoku od hmotnosti extraktu, pri¢om
vysledky boli vyjadrené ako ICso.

Kvantifikacia beta-karoténu prebehla pomocou vysokot¢innej kvapalinovej chromatografie
(HPLC) za pouzitia reverznej fazy na kolone CI18. Mobilné fazy tvorili zmesi
acetonitril:voda:kyselina mravcia (86:10:4) a etylacetat:kyselina mravéia (96:4). Na zaklade
kalibracnej zavislosti bola uréena koncentracia beta-karoténu vo vzorke a porovnana s literarnymi
tdajmi.
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Vysledky a diskusia

Analyzou $ipok Rosa moyesii sa potvrdila pritomnost’ beta-karoténu, ktory patri medzi
najvyznamnejSie karotenoidy. Pomocou TLC bola zaznamenana $kvrna zodpovedajuca Standardu
beta-karoténu, pri¢om retenény faktor dosiahol hodnotu 0,98, ¢o priamo zodpoveda vybranej
literatuare.

Porovnanim antioxidac¢nej aktivity podl’a dvoch referenénych $tiidii bolo zistené, Ze namerané
hodnoty mézu byt ovplyvnené nielen zvolenym extrakénym rozpustadlom, ale aj klimatickymi a
pédnymi podmienkami, ktoré vplyvaju na obsah karotenoidov v plodoch. Vysledky potvrdzuja, ze
Rosa moyesii moze byt cennym zdrojom antioxidantov, pricom pestovanie v miernom klimatickom
pasme Slovenska neznizuje jej biologicktl hodnotu.

HPLC analyza potvrdila jeho kvantitativne zastiipenie na Grovni 170,3 £1,3 pg/g susiny, ¢o
zodpoveda hodnotdm uvadzanym v odbornej literature pre iné druhy ¢el'ade Rosaceae.

Vysledky potvrdzuju, ze Rosa moyesii predstavuje vyznamny zdroj beta-karoténu a ma
potencial na uplatnenie v potravinarstve, farmacii i kozmetickom priemysle ako prirodny antioxidant
a zdroj provitaminu A.

Zaver

Pomocou TLC bola potvrdena pritomnost’ beta-karoténu v extrakte §ipok ruze moyesovej S
retenénym faktorom 0,98. Vysokot¢innou kvapalinovou chromatografiou sme stanovili obsah
beta- karoténu 170,3 +1,3 pg/g susiny, ¢o je v zhode s literatrou.

Meranim antioxidacnej aktivity mozeme zhodnotit, Ze jej hodnota je zavisla od vyberu
extrakénych rozpustadiel ako i environmentalnych faktorov, ktoré vplyvaju na rastlinu v procese
rastu a dozrievania.

Vysledky prace poukazuji na potencial Sipok ruze moyesovej v oblasti potravinarstva,
farmacie a kozmetiky, najmé ako prirodny zdroj beta-karoténu.
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Hrozno patri medzi najvyznamnejSie pestované plodiny na svete s rocnou produkciou
presahujicou 79 miliénov ton. Priblizne 75 % vyprodukovaného hrozna sa spractiva na vino, pricom
vznikaju vedlajsie odpadové produkty. Pod tymto odpadom rozumieme hroznové vylisky,
pozostavajlce zo Supiek, zvySkov duZziny, jadierok a strapin [1]. Hroznové jadierka obsahuju
mnozstvo fenolovych antioxidantov, ako su kyselina fenolova, flavonoidy, prokyanidiny a
resveratrol, zatial' ¢o Supky st bohaté na antokyany. Okrem toho vylisky obsahuju aj vyznamné
mnozstvo lipidov, bielkovin, vldkniny a minerdlov [2]. V poslednych rokoch sa zvySuje zaujem o
vyuzitie hroznovych vyliskov ako zdroja bioaktivnych zlifenin s antioxidaénymi,
antimikrobidlnymi, protizapalovymi a protirakovinovymi u¢inkami [3].

Ciel'om tejto prace bolo analyzovat’ frakcie jadierok a Supiek z hroznovych vyliskov z hl'adiska
ich antioxidacnej aktivity a stanovit’ biologicky aktivne latky, ktoré sa na tejto aktivite podiel’aji.

Experimentalna ¢ast’

Experimentalna cast’ tejto prace zahfiala pripravu a analyzu hroznovych vyliskov pochadzajucich
z vinarstva Ludwig s.r.o. Boli pouzité dve frakcie, hroznova muka zo Supiek so zvy$kami duziny z
modrej odrody André, bielych odrod (Tramin erveny a Palava) a frakcia tvorend hroznovymi
jadierkami. Jadierka sa najskér zomleli na homogénny prasok a spolo¢ne s mukami podstdpili
maceraciu v zmesi etanol-voda (50/50). Stanovila sa vlhkost’ vyliskov pomocou analyzétora vihkosti.
Antioxida¢na aktivita bola stanovena spektrofotometricky pomocou DPPH metddy. Celkovy obsah
polyfenolov sa uréil Folin-Ciocalteuovou metédou, obsah flavonoidov kolorimetrickou reakciou s
chloridom hlinitym a celkovy obsah antokyanov pH diferencialnou metddou. Na analyzu fytosterolov
sa jednotlivé frakcie vyliskov podrobili kyslej hydrolyze, extrakcii lipidov, saponifikacii a naslednej
extrakcii nezmydelnitelného podielu. Finalna identifikacia a kvantifikacia fytosterolov prebehla
pomocou plynovej chromatografie s plamenovo-ionizaénym detektorom. Vysledky boli spracované
Statisticky s cielom porovnat’ jednotlivé frakcie z hl'adiska obsahu biologicky aktivnych latok a
antioxida¢ného potencialu.

Vysledky a diskusia

Stanovenim antioxidacnej aktivity pomocou DPPH metédy sa zistilo, ze najvys$Siu aktivitu
vykazovali hroznové jadierka (521 + 27 pmol TE/g DW). Hroznova muka modrej odrody mala
antioxida¢nu aktivitu priblizne 1,3-krat nizSiu ako jadierka, s hodnotou 411 + 12 umol TE/g DW,
avSak zaroven bola 1,9-krat vy$Sia neZz u hroznovej muky bielych odrdd, ktorda dosahovala
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je pravdepodobne spdsobena niz§im obsahom celkovych polyfenolov, ktoré vyznamne prispievaju k
antioxida¢nému potencialu vzoriek.

Najvyssi celkovy obsah polyfenolov bol zaznamenany v hroznovych jadierkach (80 + 4 mg
GAE/g DW), ¢o potvrdzuje, ze prave tato frakcia je najbohat§im zdrojom fenolickych latok.
Hroznova muka modrej odrody André obsahovala 55 + 2 mg GAE/g DW, zatial’ ¢o mulka bielych

vy

QE/g DW), zatial’ ¢o hroznova mika modrej odrody vykazovala vyssi obsah (0,95 + 0,01 mg QE/g
DW) a muka bielych odrod dosiahla najvy$siu hodnotu (1,00 £ 0,03 mg QE/g DW). Treba vsak
zohl'adnit’, Ze pouzitd kolorimetrickd metdda s chloridom hlinitym nie je univerzalna, reaguje len s
flavonmi a flavonolmi, a preto nemusi zachytit’ vietky typy flavonoidov pritomnych vo vyliskoch.

Vysledky stanovenia obsahu antokyanov poukazali na vyrazné rozdiely medzi jednotlivymi
frakciami hroznovych vyliskov. Hroznova mika modrej odrody vykazovala jednoznac¢ne najvyssi
obsah antokyéanov, a to 1187 + 4 mg C3G/100 g DW, ¢o vyrazne prevySovalo hodnoty namerané v
muke bielych odréd a hroznovych jadierkach, kde bol obsah tychto pigmentov minimalny az
zanedbatelny. Z tohto dovodu sa jadierka a biele odrody zvy¢ajne nepovazuju za vyznamny zdroj
antokyanov.

Analyzou pomocou plynovej chromatografie boli vo frakciach hroznovych vyliskov
identifikované Styri fytosteroly: B-sitosterol, stigmasterol, kampesterol a sitostanol. Zo vsetkych
zlugenin dominoval B-sitosterol, ktory sa nachadzal vo vSetkych frakcidch v najvyssich
koncentraciadch. Najvyssi obsah bol namerany v hroznovej muke bielych odrod (213 £ 22 mg/100 g

hroznovych jadierkach (34 £ 7 mg/100 g DW).
Zaver

V ramci tejto prace bola uspeSne stanovena antioxidacna aktivita, ako aj celkovy obsah
polyfenolov a antokyanov. V neposlednom rade sme stanovili obsah najzastipenejsich fytosterolov,
B-sitosterolu, kampesterolu, stigmasterolu a sitostanolu vo frakciach hroznovych vyliskoch.
Vysledky poukézali na vyrazné rozdiely medzi jednotlivymi frakciami, priCom najvyssie hodnoty
biologicky aktivnych latok pri skriningovych stanoveniach dosahovali jadierka a muka modrej
odrody (André), zatial' ¢o muka bielych odréd (Palava 30 % a Tramin cerveny 70 %) vykazovala
najvyssim obsahom jednotlivych fytosterolov. Vysledky potvrdzuju, ze vedlajSie produkty
vinarskeho priemyslu si zdrojom biologicky aktivnych latok s potencidlnym vyuzitim v
potravinarskom, farmaceutickom a kozmetickom priemysle.
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Uvod

Tato praca sa zameriava na tuky obsiahnuté v Cokolade, ich vlastnosti, spracovanie a ich
alternativy vyuzivané v ¢okoladovom priemysle. V praci si opisané procesy spracovania kakaovych
bobov, pricom doraz sa kladie na zlozenie a spravanie kakaového masla, ktoré je klicovou zlozkou
cokolady [1, 2]. Osobitnd pozornost’ je venovand polymorfizmu tukov a technologickym procesom
ovplyviujicim kvalitu findlneho produktu. Vzhl'adom na rastucu cenu kakaového masla a obmedzené
zdroje sa Coraz viac vyuzivaju jeho alternativy, najmé rastlinné tuky upravované frakcionéaciou a
interesterifikaciou [3].

Experimentélna ¢ast’

Experiment bol zamerany na stanovenie zakladnych chemickych a textirnych vlastnosti Styroch
komer¢ne dostupnych cokoladovych vyrobkov. Hodnotené boli parametre pH, titrovatelna kyslost’,
obsah tuku a textGrne vlastnosti (tvrdost a roztieratelnost). Meranie pH bolo zalozené na
potenciometrickej metdde s pouzitim sklenenej elektrody citlivej na koncentraciu vodikovych ionov
[4]. Titracia kyslosti bola vykonana acidobazickou metddou s roztokom NaOH do koncového bodu pH
8,1 [5]. Obsah tuku bol stanoveny Soxhletovou extrakciou pomocou petroléteru ako rozpustadla [6].
TextGrne vlastnosti boli analyzované na texturometri TA.XT Plus meranim sily potrebnej na
deforméciu a roztieranie vzorky [7].

Vysledky a diskusia

Priemerné hodnoty pH sa pohybovali v rozmedzi 5,15 — 5,55, ¢o zodpoveda mierne kyslému
prostrediu typickému pre fermentované kakaové produkty. Najvyssi obsah kyselin bol zaznamenany pri
vzorke horkej ¢okolady, ¢o poukazuje na intenzivnejsie fermentacné procesy [8, 9]. Tvrdost’ ¢okolad sa
lisila v zévislosti od obsahu kakaovej hmoty a pritomnosti mlie¢nych zloziek; najvyssiu tvrdost’ mala
tukov [7]. Obsah tuku sa pohyboval od 26,7 % do 43,1 %, priCom najvyssie hodnoty vykazovali vzorky
tmavych ¢okolad, ¢o potvrdzuje zistenia Azlan et al. [10].

Zaver

Experimentalne vysledky potvrdili, Ze zloZenie a technologické spracovanie maji zasadny vplyv
na kvalitu ¢okoladovych vyrobkov. Vysoky obsah kakaovej hmoty a spravne temperovanie vedu k
vacsej tvrdosti a stabilite, zatial ¢o pridavok rastlinnych tukov zniZzuje pevnost, ale zlepSuje
roztieratelnost’.
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Uvod

FalSovanie potravin predstavuje vazny globalny problém, ktory sa dotyka kvality, bezpec¢nosti a
dovery spotrebitel'ov. Med, ako jedna z najcennejsich prirodnych potravin, je obzvlast nachylny na
falSovanie z dovodu svojej vysokej obchodnej hodnoty, zlozitého chemického zlozenia a obmedzenej
produkcie [1, 4]. Napriek svojej povesti symbolu ¢istoty a zdravia sa med Casto stava predmetom
ekonomicky motivovanych podvodov, ktoré zahtfiaji pridavanie cukrovych sirupov, miesanie medov
r6zneho povodu alebo nespravne deklarovanie botanickej a geografickej proveniencie [2, 8].

Tato problematika presahuje hranice potravinarskej technologie a spaja sa s otazkami etiky,
legislativy a udrzatelnosti [10]. FalSovanie medu méze viest’ k strate jeho biologickej hodnoty a
terapeutickych uéinkov, ako aj k poskodeniu reputacie poctivych vyrobcov [3]. Preto sa vyskum
zamerany na autentifikaciu medu stal kI'aCovou sucastou modernej potravinarskej chémie a kontroly
kvality [6].

Med je mimoriadne komplexna biologicka matrica, ktora obsahuje viac nez 200 zloziek — cukry,
aminokyseliny, enzymy, organické kyseliny, mineralne latky a polyfenoly [9]. Prave tato rozmanitost’
robi jeho autentifikaciu naro¢nou a zaroveil vedecky atraktivnou. Cielom prace bolo priblizit
problematiku fal§ovania medu, poukazat’ na vyznam spolahlivych analytickych metdd a predstavit’
moznosti ich aplikacie v laboratornej praxi [5].

Experimentalna ¢ast’

V praktickej Casti boli analyzované Styri vzorky medu rézneho botanického povodu, s cielom
preverit’ vhodnost’ vybranych fyzikalno-chemickych metdd ako nastroja predbeznej autentifikacie.
Medzi pouzité metody patrilo stanovenie titracnej kyslosti (indikator obsahu organickych kyselin a
Cerstvosti medu) [7], stanovenie refraktometrickej susiny (urenie obsahu vody, ktory ovplyviiuje
stabilitu a riziko fermentacie) [8], meranie elektrickej vodivosti (parameter odrazajuci koncentraciu
mineralnych latok a schopnost’ rozlisit’ medovicovy a kvetovy med) [9], test s taninom (jednoducha
skuska, ktord umoziuje detekovat’ pridavok cudzorodych sacharidovych roztokov) [1].

Tieto postupy boli zvolené ako efektivna kombinacia klasickych analytickych metod, ktoré su
cenovo dostupné, ¢asovo nenaroéné a vhodné na rutinné pouzitie [2]. Uvedené metddy slizia ako
zakladny stupen autentifikacie, pricom ich vysledky mozu byt doplnené inStrumentalnymi
technikami (HPLC, FTIR, NMR, DNA-analyza), ak existuje podozrenie na falSovanie [6, 7].

Vysledky a diskusia

Ziskané udaje potvrdili, Ze jednotlivé metddy maji potencial spolahlivo indikovat’ kvalitu a
pravost skumanych vzoriek [8]. Merania poukézali na konzistentnost' fyzikalno-chemickych
parametrov, ¢o naznacuje vhodnost’ pouzitych pristupov pre laboratornu kontrolu. Metody ako
titratna kyslost’ a elektricka vodivost patria medzi zakladné referencné ukazovatele originality medu
a poskytuju doélezity ramec pre jeho klasifikaciu podla povodu [4, 9]. Refraktometricka suSina
umoziiuje rychle odhadnutie obsahu vody, a tym aj predikciu stability pocas skladovania [5]. Test s
taninom predstavuje jednoduchy, ale G¢inny doplnok pri overovani ¢istoty medu [1].
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Vedecka diskusia v tejto oblasti sa ststred'uje na kombinaciu klasickych a modernych
analytickych pristupov [6]. Zatial ¢o jednoduché metdédy st vhodné na rychlu diagnostiku,
inStrumentalne analyzy poskytuju presnt identifikaciu falSovacich latok a urcuju botanicky povod na
molekulovej urovni [7]. Spojenim tychto pristupov mozno vytvorit® viacstupnovy systém
autentifikacie, ktory spaja rychlost’, presnost’ a ekonomick efektivnost’ [10].

Titra¢né kyslost’ sa pohybovala od 21 do 44 meq/kg (0,0479 — 0,0996 % kyseliny mravcej).
odportcanom rozmedzi 8 — 50 meq/kg podl'a Codex Alimentarius a odbornych zdrojov [2, 4]. Nizsia
kyslost’ svetlych medov (agatovy, lipovy) a vysSia u tmavsieho lesného medu potvrdzuje zname
trendy [9]. Vysledky svedcia o Eerstvosti medov a nepritomnosti fermentacie [5].

Po pridani taninového roztoku zostali vSetky vzorky &ire, bez zakalu ¢i sedimentu, ¢o
naznacuje, Ze neboli falsované pridavkom cukrov. Vysledky st v zhode s pracami, ktoré potvrdzuja
pouzitel'nost’ tejto metddy na detekciu priemyselnej glukézy [1, 6].

Obsah vody vo vzorkach sa pohyboval medzi 17,25 % a 19,50 %, teda pod hranicou 20 %
hodnoty poukazuji na dobry stupen vyzretia a stabilitu pocas skladovania [5].

Hodnoty elektrickej vodivosti sa pohybovali od 143,30 do 557,60 pS/cm, priCcom obsah
popola bol od 0,0019 do 0,24 g/100 g. Najvyssie hodnoty dosiahol lesny med, ¢o suvisi s vy$sim

vodivost’. Tento parameter sa potvrdil ako vhodny ukazovatel’ botanického pdvodu medu [4].

Zaver

Autentifikacia medu predstavuje komplexnt a interdisciplindrnu ulohu, ktord si vyzaduje
spojenie poznatkov z oblasti chémie, bioldgie a potravinarskej technologie [3]. Vysledky naznacuju,
ze zakladné fyzikalno-chemické metody moézu byt ucinnym ndstrojom v systéme kontroly kvality
medu a zaroven tvoria spol’ahlivy zaklad pre nasledné podrobné analyzy [4, 8].

FalSovanie medu nie je len technicky problém, ale aj otazka dovery, etiky a ochrany
spotrebitel'a [10]. Vyskum v tejto oblasti prispieva k rozvoju transparentného potravinového ret'azca
a k upevneniu vedeckych zakladov pre hodnotenie pravosti jedného z najcennejSich prirodnych
produktov [6].
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Uvod

Ftalaty a bisfenoly jsou bézné pouzivana aditiva v plastovych materidlech za ucelem upravy
jejich mechanickych a fyzikalné-chemickych vlastnosti, zejména zvySeni pruznosti, pevnosti
a stability. Jelikoz se snadno uvoliiuji do okolniho prostiedi, jsou povazovany za vSudypiitomné
environmentalni kontaminanty. Clovék je témto latkim kazdodennd vystaven prostiednictvim
konzumace potravin, do kterych tyto latky migruji z obalovych materiali. V organismu dochazi
k jejich metabolizaci a vylouceni moc¢i béhem 24 hodin ve formé glukuronatt a sulfat. Sledovani
téchto metabolitd, tzv. biomarkerd, je klicovym nastrojem v biomonitoringu pro hodnoceni lidské
expozice témto latkam [1]. Vzhledem k obavam z jejich potencidlné negativnich u¢inki na lidské
zdravi, zejména plsobeni jako endokrinnich disruptord, je jejich pouziti regulovano a nahrazovano
alternativami, mezi ktera patfi napfiklad di-isononylcyklohexan-1,2-dikarboxylat (DINCH) nebo
strukturni analogy bisfenolu A [2]. N¢které studie vSak naznacuji, Ze i tyto alternativy mohou
vykazovat obdobné negativni G¢inky.

Cil prace

Vramci této prace byla posouzena vnitini expozice, tedy mnozstvi latek pfitomnych a
biologicky dostupnych v organismu, vybranych ftalatt, bisfenold a alternativniho zmékcovadla
DINCH prostiednictvim biomonitoringu jejich metabolitii v moc¢i. Mezi matetské slouceniny ftalat
pattily napt. di-iso-butylftalat (DiBP), diethylftalat (DEP) a di(2-ethylhexyl)ftalat (DEHP).
Nameéfené koncentrace byly nasledné porovnany s referenénimi hodnotami ur¢enymi pro hodnoceni
expozice z biomonitoringovych studii [3, 4].

Experimentalni ¢ast

Mezi sledované latky patiilo 10 bisfenolti, 18 metabolitii ftalati a 4 metabolity DINCH. Jejich
vyskyt byl sledovan ve vzorcich prvni ranni moci, které byly opakované odebirany od 10
dobrovolnikl v priibéhu sedmi dnti, a to prvni, tieti, paty a sedmy den. Do studie bylo zapojeno osm
muzii a dvé Zeny ve véku 24-40 let z fad studentll a akademickych pracovnikii Vysoké skoly
chemicko-technologické v Praze. Vzorky moci byly nejprve podrobeny enzymatické hydrolyze
inkubaci s f-glukuronidazou (37°C, 90 min, pH 6,5 pro ftalaty a 37°C, 12 h, pH 4,9 pro bisfenoly)
za ucelem uvolnéni cilovych latek z vazanych forem. Ziskané enzymatické hydrolyzaty byly dale
zpracovany odlisnymi postupy. Pro stanoveni bisfenolti byly vzorky precistény pomoci extrakce na
pevnou fazi (SPE) s vyuzitim kolonek se sorbentem typu HLB (hydrophilic-lipophilic balanced). Po
promyti SPE kolonek methanolem a deionizovanou vodou byla provedena eluce methanolem.
Zpracovani vzorku pro stanoveni metaboliti ftalati a DINCH spocivalo jen v nafedéni
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hydrolyzovaného vzorku methanolem (tzv. ,,dilute and shoot“ metoda) a pfimou analyzou [5].
Instrumentalni stanoveni bylo provedeno pomoci ultra-u¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UHPLC-MS/MS).

Vysledky a diskuze

Ze sledovanych bisfenoli vykazoval nejvyssi Cetnost vyskytu bisfenol S (BPS), ktery byl
detekovan ve vSech 40 analyzovanych vzorcich, s medidnem koncentrace 1,49 ng/ml. Mezi dalsi
kvantifikované bisfenoly pattily bisfenol A (BPA) a bisfenol F (BPF). Tyto latky byly detekovany
v méné nez poloving vzorki, pfi¢emz jejich koncentrace byly vétsinou vyssi nez u BPS.

Z detekovanych metaboliti ftalatt bylo 11 pfitomno témét ve vSech vzorcich. Nejvyssi mediany
koncentraci byly zaznamenany pro monoethylftalat (MEP) — 40,8 ng/ml, mono-n-butylftalat (MBP)
— 23,6 ng/ml a mono-iso-butylftalat (MiBP) — 11,5 ng/ml. Z metabolitt DINCH byla potvrzena
piitomnost t¥i metabolittl.

Pro nejvyznamné&jsi biomarkery, mezi které patii naptiklad BPA, BPS, mono(2-ethylhexyl)ftalat
(MEHP), mono(4-methyloktyl)ester kyseliny cyklohexan-1,2-dikarboxylové (MINCH), jsou
dostupné referenéni hodnoty HBM-GV (Human Biomonitoring Guidance Value) [3, 4]. Tyto
hodnoty pfedstavuji hranici, pod niz neni expozice spojena se zdravotnim rizikem. Pii porovnani
naméfenych koncentraci s témito hodnotami bylo zjisténo, Ze k piekroCeni nastalo pouze u BPS,
jehoz referen¢ni hodnota ¢ini 1 ng/ml, a to u 34 vzorkd.

Zavér

Analyza potvrdila expozici ftalatim, bisfenolim a alternativnimu zmékcovadlu DINCH ve
studované populaci. BPS byl nejcastéji detekovanym bisfenolem ve vzorcich moci, pravdépodobné
v disledku jeho rostouciho pouzivani jako nahrady BPA. Proto je zapotiebi dalsich
biomonitoringovych studii, nebot’ idaje o jeho toxicité a potencialnich zdravotnich rizicich v lidské
populaci jsou ve srovnani s experimentalnimi zvitaty stale omezené.
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Uvod

Zubné pasty maju dlha a zaujimavi historiu siahajicu az do starovekého Egypta (3000 — 5000
pred Kr.), kde sa na Cistenie zubov pouzivali zmesi z praskovych kosti, myrhy a vajecnych Skrupin.
Neskor Gréci a Rimania pridavali abrazivne latky a prichute na osvieZenie dychu. Skuto¢ny prelom
vsak nastal v 19. storo¢i, ked’ sa pocas priemyselnej revolicie vyvinula prva moderna zubna pasta,
ktora sa od roku 1892 zacala predavat’ v praktickych tubach. Odvtedy sa receptury zubnych past
neustale zdokonal'uji — pribudli i¢inné latky, ako je fluorid, a moderné formulacie st zamerané nielen
na prevenciu zubného kazu, ale aj na zlepSenie celkovej ustnej hygieny. V poslednych rokoch sa
pozornost’ vyskumu obracia aj k prirodnym zlozkdm, medzi ktoré patri propolis s preukazanymi

antimikrobidlnymi a protizapalovymi t¢inkami [1].
Diskusia

Zubné pasty obsahuju rozne funkéné latky, ktoré zabezpecCuju Cistenie, ochranu a prevenciu
zubného kazu. Medzi zakladné zlozky patria abraziva, voda, zvlh¢ovadla, zahust'ovadld, penidla,
antiseptika, farbiva, konzervaéné a profylaktické latky, ako aj aromatické prisady. Ich funkcie st

prehl'adne uvedené v tab. 1.

Tab. 1 Zlozenie zubnej pasty [2]

Zlozka Typické Latky Hlavna Funkcia
, Uhli¢itany/fosforecnany, oxidy Mechanické Cistenie a odstranenie
Abraziva i
kremika povlaku.
Voda i Rozpust'adlo pre zlozky rozpustné vo
vode.

Zabranuju vysychaniu pasty a viazu

Zvlhéovadla Sorbitol
vodu.
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Zvysuju viskozitu a dodavaju pastam
Zahust’ovadla Celulézy, xantdnova guma b g4 p

konzistenciu.
i hové napiti g -
Penidl4 (Tenzidy) Laurylsulfat sodny (SLS) fizyu povrelove napakie 4 pocporyt
Cistiaci ucinok.
Profylaktické Zvy$ujt odolnost’ sklovi brafiuj
ro y aktické Fluoridy (sodny, aminofluorid) vysuju odolnost’ skloviny a zabrafiuju
latky kazu.
A tické
rmtla 1eRe Silice (médtova, eukalyptova) Dodévaju pastam prijemnu chut’ a vonu.
prisady
Antiseptické Chlérecnan draselny, Nicia alebo kontrolujti mikroorganizmy
prisady cajovnikovy olej v ustnej dutine.
Konzervacné , Chrania pastu pred mikrobialnou
, Benzoan sodny -
latky kontaminaciou.
Farbiva Oxid titani(‘:ity,.p?travinérske Dodéavaju paste Vizyéynu farbu (biela
farbiva alebo ina).

Zvlastna pozornost’ je venovana propolisu, zZivicovej latke vyrdbanej vcelami, ktorti l'udia
pouzivaju uz viac ako 2000 rokov. Chemicky sa propolis sklada priblizne z 50 % zivice a rastlinného
balzamu, 30 % vosku, 10 % éterickych olejov a 5 % pel’u. Jeho zloZenie sa lisi v zavislosti od klimy,
ro¢ného obdobia a miesta zberu. Hlavnymi zlozkami st flavonoidy s réznymi biologickymi u¢inkami.
Propolis ma preukdzané antibakterialne, antifungélne, antivirusové, antioxida¢né a protizapalové
vlastnosti a moze prispievat’ k zdraviu mékkych tkaniv ustnej dutiny. Flavonoidy — hlavna zlozka
propolisu — inhibuji peroxidaciu lipidov, agregaciu krvnych dostic¢iek a aktivitu enzymov, ako su

cyklooxygenaza a lipoxygenaza [3].

Zaver

Zubné pasty predstavuju komplexnu zmes funkénych a profylaktickych latok. Obzvlast’ sl'ubné
je vyuzitie propolisu, ktorého flavonoidy mu dodéavaju antibakterilne, protizapalové a antioxidacné
vlastnosti. Propolis preto predstavuje efektivnu prirodnu zlozku s potencidlom zlepsit’ starostlivost’ o

parodontalne tkaniva a celkovt iistnu hygienu.
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Uvod

Cicer barani je nutricne hodnotna strukovina s vysokym obsahom bielkovin (18,7-24 %),
vlakniny (7,4-12,2 %), vitaminov skupiny B a mineralnych latok, zastipenych najmi Zelezom,
hor¢ikom a fosforom [3].Vyznacuje sa jemnou orieskovou chutou a dobrou stravitelnostou, ¢o
z neho robi cennt surovinu v racionalnej bezlepkovej vyzive [4].

Experimentalna ¢ast’

Receptura cestovin: kompozitné muéne zmesi na baze kukuriénej aryzovej muky (1:1)
obsahujuce rézny podiel cicerového bielkovinového koncentratu (10-30 % substiticia miénej zmesi),
olej, vajcia, guarova guma. Obsah bielkovin v cicerovom bielkovinovom koncentrate bol 45 %.
Cestoviny boli pripravené podl'a postupu uvedeného autormi [1] pricom na ich pripravu bol pouzity
laboratorny cestovinovy lis (Ggmgastro international, Nemecko). V pripravenych produktoch boli
sledované ich kvalitativne (naptcavost’, varivost’, straty varenim a absorpcia vody, hydrataény test)
a senzorické (farba, vona, chut’, lepivost’ a celkova prijatel'nost’) charakteristiky [2].

Vysledky a diskusia

Z literarnych $tadii vyplyva, ze inkorporacia cicera do cestovin modifikuje kvalitativne
vlastnosti vyrobkov a ovplyviiuje ich akceptaciu spotrebitelom [7]. Bolo zistené, Ze pridavok
cicerového koncentratu mal za nasledok prediZenie doby varenia vyrobkov avyrazny nérast
schopnosti cestovin absorbovat’ vodu a napuciavat’.
Vysledky hydratacného testu poukazali na to, Ze cestoviny obsahujice cicerovy bielkovinovy
koncentrat sa vyznacovali vy$Sou schopnostou absorbovat vodu (76,67-89,48) v porovnani
s kontrolnou vzorkou (47,96 %, cestoviny obsahujuce ryzovu a kukuri¢éna muku).
Okrem toho bolo mozné konstatovat’, ze pridavok koncentratu mal pozitivny vplyv na vzhl'ad, farbu
a celkovu akceptaciu cestovin.

Zaver

V préci sa hodnotil potencial bielkovinového koncentratu z cicera baranieho ako suroviny pri
vyrobe bezlepkovych cestovin. Vysledky preukazali, Ze obohatenie cestovin touto surovinou
ovplyvnilo kvalitativne a senzorické charakteristiky pripravenych cestovin.
Cicer ako aj cicerové produkty (muky, bielkovinové koncentraty a izolaty) predstavuju nutri¢ne
hodnotné suroviny, ktoré mézu byt pouzité pri vyrobe bezlepkovych cestovin so zvySenym podielom
bielkovin.
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Uvod

Bezpecnost potravin piedstavuje v soucasné dobé klicové téma vzhledem k rostoucimu pouzivani
pesticidii v zeméd¢lstvi a jejich moznému pienosu do potravinového fetézee [1]. Med, jako vyznamny
ptirodni produkt s vysokou nutriéni a senzorickou hodnotou [2], miiZze byt vystaven kontaminaci
pesticidy pochéazejicimi z oSetfenych plodin, pidy & vodnich zdrojt [3]. Cesky med je obecné cenén
pro svou kvalitu a autenticitu, a pravé proto je dilezité pravidelné sledovat jeho chemickou
bezpecnost, zejména z hlediska obsahu rezidui pesticida.

Experimentalni ¢ast

Bylo analyzovano 70 vzorkii medu z riiznych oblasti Ceské republiky (roky sklizng: 2024, 2025).
Rezidua pesticidi byla nejprve extrahovana metodou QuEChERS, bé&zné pouzivanou k izolaci
kontaminantl ze slozitych potravinovych matric [4]. Ziskané extrakty byly nasledné analyzovany
pomoci ultra-vysokoudinné kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (UHPLC-MS/MS), ktera umoziuje citlivou detekci a kvantifikaci rezidui i ve
stopovych mnozstvich [5].

Vysledky a diskuse

Analytickd metoda UHPLC-MS/MS pro stanoveni 417 pesticidi byla nejprve validovana
v souladu s pozadavky dokumentu SANTE/11312/2021v2 [6]. Pfi validaci byly hodnoceny kli¢ové
parametry, jako vytéznost, opakovatelnost ¢i limit kvantifikace.

Analyzou bylo zjisténo, ze vétSina medi obsahovala detekovatelna mnozstvi rezidui pesticidd,
pricemz prevladaly fungicidy a insekticidy. Nejcastéji se ve vzorcich vyskytoval acetamiprid, dale
také boscalid, azoxystrobin a clopyralid. U nékolika vzorkd byly naméfeny koncentrace vyssi nez
legislativné stanoveny maximalni limit rezidui (MLR), i po zohlednéni nejistoty méfeni.

Zjisténé vysledky do zna¢né miry koresponduji s informacemi uvedenymi v odborné literatuie.
Pozorované rozdily, zejména absence nebo odlisné zastoupeni nékterych analytl, lze pficist
skutegnosti, ze ptipravky s témito Gi¢innymi latkami jiz nejsou v Ceské republice povoleny.

Zavér
Vysledky studie poukazuji na nutnost pravidelného monitoringu kvality medu a urdita rizika
spojend sjeho konzumaci. Zaroven potvrzuji, ze validovand analytickdi metoda predstavuje

spolehlivy nastroj pro hodnoceni chemické bezpeénosti a dlouhodoby dohled nad vyskytem rezidui
pesticidu v produktech pfirodniho ptivodu.
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Uvod

Moderny pristup k zdraviu a krase sa ¢oraz viac opiera o prirodné zdroje, ktoré ponukaju nielen
ucinnost’, ale aj vysokl mieru biologickej kompatibility. Spotrebitelia sa postupne odklanaju od
syntetickych latok a preferuju produkty zalozené na prirodnych surovinach s preukdzanymi
biologickymi u¢inkami. Mimoriadne postavenie medzi nimi zaujimaju vcelie produkty — najma
propolis, vd’aka svojmu jedine¢nému zloZeniu a Sirokému spektru biologicky aktivnych ucinkov
[1]. V sucasnosti sa jeho potencial vyuziva nielen v medicine a farmacii, ale Coraz viac aj v
kozmetickom priemysle.

Teoreticka cast’

V teoretickej Casti prace bola uskutoCnena literarna reSer§ zamerand na povod, ziskavanie a
chemické zlozenie propolisu ako vyznamnej stcasti véelich produktov. Propolis je komplexna
prirodna latka rastlinného povodu, ktora véely spracuvaji na ochranu Ula pred mikroorganizmami.
Jeho zlozenie je pestré — zahfia fenolové zluceniny, terpény, alkaloidy, alifatické a dusikaté latky,
mineralne prvky a vitaminy [2], priom prave fenolické a flavonoidné zlozky st hlavnymi
nosite'mi biologickej aktivity. Opisané boli aj jeho fyzikalne vlastnosti a biologické ucinky, ako
antimikrobialne, protizapalové, antioxidacné a protirakovinové pdsobenie [3]. Tieto vlastnosti robia
z propolisu atraktivnu prirodnti surovinu pre kozmeticky priemysel. V kozmetike nachadza
uplatnenie najmé ako prirodny konzervant, aktivna latka v produktoch urcenych na regeneraciu
pokozky, pri ochrane pred UV ziarenim, v ustnej hygiene ¢i v pripravkoch na problematickt
pokozku so sklonom k akné.

Experimentilna ¢ast’

V experimentalnej Casti sme sa zamerali na stanovenie antioxidac¢nej aktivity propolisu a
nasledny vyvoj kozmetického vyrobku — tstneho spreja s obsahom propolisu. Antioxidacni
schopnost’ sme hodnotili DPPH metddou, zaloZenou na reakcii vzorky s DPPH radikalom a merani
poklesu absorbancie. Porovnavali sme propolisovi tinktiru a olejovy extrakt so syntetickymi
antioxidantmi (a-tokoferol, BHA a BHT), ktoré sa bezne pouzivaju v kozmetike. Z nameranych
hodndt sme vypocitali percentudlnu inhibiciu radikdlu a ur€ili, ktord vzorka vykazuje vysSiu
antioxida¢nu aktivitu. Na zaklade vysledkov sme vytvorili ustny sprej s obsahom propolisovej
tinktary. Sprej bol formulovany ako jednoduchy roztok na baze destilovanej vody a glycerolu,
pri¢om jeho ciel'om je pdsobit’ antisepticky a podporovat’ zdravie a ochranu ustnej dutiny.

Vysledky a diskusia

Vysledky preukazali znacné rozdiely medzi propolisovou tinktirou a olejovym extraktom.
Tinktira vykazovala vysokt antioxida¢nu aktivitu, ktora pri koncentracii 1 mg/ml dosiahla 83,7 %
inhibicie DPPH radikalu, zatial’ ¢o olejovy extrakt dosiahol pri najvyssej koncentracii 2 mg/ml
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60,1 %. Syntetické antioxidanty (BHT, BHA, a-tokoferol) mali vyss§iu ucinnost’ len pri niz§ich
koncentraciach, no pri vysSich hodnotach sa im tinktara vyrovnala. Tinktara reagovala s DPPH
radikdlom rychlo a jej Ucinnost’ zostala stabilnd, kym olejovy extrakt posobil pomalSie, s
postupnym narastom inhibicie. Pri vyvoji ustneho spreja s obsahom propolisu sme optimalizovali
recepturu tak, aby finalny produkt obsahoval priblizne 6 % naturalneho propolisu a 20-25 %
etanolu pre zabezpecenie antiseptickych a konzervaénych vlastnosti.

Zaver

Ziskané vysledky potvrdili, Ze propolis vykazuje vyrazné antioxidacné vlastnosti a predstavuje
hodnotnt prirodnu zlozku s u¢inkami porovnatelnymi so syntetickymi antioxidantmi. Navrhnuty
kozmeticky vyrobok — antisepticky sprej na ustnu dutinu — prakticky aplikuje tieto poznatky a
potvrdzuje vhodnost’ propolisu ako funkénej zlozky v kozmetickych formulaciach. Do budtcnosti
by bolo vhodné doplnit’ hodnotenie antioxidacného potencialu propolisového extraktu o d’alsie in
vitro metddy, aby sa komplexnejsie posudila jeho ti¢innost’ a stabilita v roznych typoch vyrobkov.
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Uvod

Materska kasicka, prirodny produkt véiel medonosnych, predstavuje jedine¢ny biologicky aktivny
komplex s vysokym potencidlom vyuzitia v kozmetickom priemysle. Jej antioxidacné,
protizapalové, regeneracné a hydrata¢né vlastnosti z nej robia perspektivnu prirodnua zlozku v
produktoch na ochranu pokozky [1,2]. Ciel'om tejto prace bolo zhodnotit’ jej ucinnost’ z hl'adiska
antioxidacnej aktivity a moznosti jej aplikacie pri ochrane koze.

Teoreticka cast’

Materska kasicka je komplexna sekrécia produkovana mladymi robotnicami, ktora obsahuje vodu,
bielkoviny, sacharidy, lipidy, vitaminy a mnozstvo biologicky aktivnych latok vratane 10-hydroxy-
2-decénovej kyseliny, peptidov a fenolovych zlucenin [1,5].Tieto komponenty prispievaju k jej
Sirokému spektru biologickych ucinkov — od antimikrobidlneho a protizadpalového az po
antioxida¢né posobenie [1,3]. Vyznamnu ulohu pri u€inku materskej kasi¢ky na pokozku zohrava
jej schopnost’ eliminovat’ reaktivne formy kyslika, ¢im chrani bunky pred oxida¢nym stresom [2].
Okrem toho podporuje syntézu kolagénu, urychl'uje regeneraciu tkaniv a zlepSuje hydrataciu
pokozky [1,4]. Z hl'adiska kozmetického vyuzitia sa pouziva najmé vo forme lyofilizovaného
préasku, ktory zabezpecuje jej stabilitu a zachovanie G¢innych latok [6]. Vdaka tymto vlastnostiam
sa materska kasicka stala atraktivnou surovinou pre vyvoj prirodnych kozmetickych pripravkov
ur¢enych na spomalenie starnutia a obnovu vitality pleti.

Experimentélna ¢ast’

Experimentalna Cast’ bola zamerana na stanovenie antioxidacnej aktivity spektrofotometricky
pomocou 1,1-difenyl-2 pikrylhydrazylu, teda DPPH metody [7]. Vzorky materskej kasicky, medu s
pridavkom materskej kasicky, kvetového medu a syntetickych antioxidantov (a-tokoferol, BHA,
BHT) boli pripravené v roznych koncentraciach a porovnané z hl'adiska ich schopnosti inhibovat’
DPPH radikal. Taktiez sme analyzovali spravanie aktivnych zloziek vzoriek v ¢ase pomocou
stanovenia ich kinetickych profilov.

Vysledky a diskusia

Vysledky merani potvrdili, ze vSetky skimané vzorky vykazovali antioxida¢nu aktivitu zavisla od
koncentracie. Najvyssiu ucinnost’ preukazala lyofilizovana materska kasi¢ka v prvych 10. minatach
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merania. Med s pridavkom materskej kasicky vykazoval o nie¢o niz§iu antioxidaénu aktivitu ako
vzorka lyofilizovanej materskej kasi¢ky, no vyssiu ako samotny kvetovy med. Tieto vysledky
poukazuju na potencial materskej kasi¢ky ako doplnkového prirodného antioxidantu vhodného pre
kozmetické formulacie zamerané na ochranu pred oxidaénym stresom a spomalenie procesov
starnutia pokozky.

Zaver

Na zaklade uskuto¢nenych experimentov mozno konstatovat’, ze materska kasicka predstavuje
sl'ubny prirodny zdroj antioxidantov pre kozmeticky priemysel. Jej antioxida¢na aktivita nie je sice
tak vysoka ako aktivita rutinne pouzivanych syntetickych antioxidantov, no jej vyuzitie méze byt
prave v ¢iasto¢nom nahradeni syntetickych zloziek v kozmetickych pripravkoch, ¢o je v sicastnosti
atraktivnym predmetom vyskumu v oblasti kozmetologie a dermatologie.
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Uvod

Pastéty st obl'ibenym mésovym produktom, vyznacujicim sa jemnou konzistenciou a vyraznou
chutou. Pri ich vyrobe sa pouzité suroviny mechanicky spracovavaju, ¢im vznikd emulzia
zodpovedna za ich charakteristické textiirne vlastnosti. Dané vyrobky zvycajne obsahujti vyssi podiel
tuku (30-40 %), ktory je klacovy pri vytvarani ich pozadovanej Struktary [5]. Textura zahfiia vSetky
mechanické, geometrické a ostatné vlastnosti potravin, ktoré ¢lovek vnima pocas ich spracovania v
ustach — od zuvania az po prehltnutie. Tieto vlastnosti su zaznamenavané zmyslami prostrednictvom
roznych Casti ustnej dutiny a hltana, ako su zuby, jazyk, podnebie (tvrdé aj médkké) a hrdlo [1]. Na
objektivne hodnotenie textirnych charakteristik potravin sa pouZzivaju inStrumentilne metddy,
pri¢om pri hodnoteni mésovych vyrobkov sa ¢asto pouziva tzv. analyza texturneho profilu (TPA),
ktora simuluje podmienky, akym je potravina vystavena v ustach (mechanické posobenie I'udskej
sanky pri Zuvani potravy) [7].

Experimentalna ¢ast’

Zaklad receptur paStét tvorili surova peceni, varené chudé svalové tkanivo a varené tukové
tkanivo, ku ktorym sa pridala surova cibula, mdsovy vyvar, koreniny a kuchynska sol. Najprv
prebehlo mletie (rezna doska 5 mm), na ktoré nadvdzovala 4-minitova intenzivna homogenizacia
pomocou ty¢ového mixéra MasterChef (model PEPC919102873 / JK1195-2,200 W, 50 Hz) s cielom
vytvorit' jemnu, tepelne stabilni emulziu. Nasledne boli vyrobky naplnené do sklenenych obalov
(objem 200 cm?®), uzavreté a tepelne osetrené (121 °C, 60 minit). Jednotlivé varianty sa lisili cielovou
redukciou tuku (-10 % alebo -15 %) dosiahnutou zmenou pomeru chudého a tukového tkaniva a
dvoma Grovitami nasolenia (2,0 % a 1,8 % NaCl):

A. Originalna receptura (kontrolna vzorka)

B. Vzorkas 10 % zniZenim tuku a 2 % NaCl
C. Vzorka s 10 % znizenim tuku a 1,8 % NaCl
D. Vzorka s 15 % zniZzenim tuku a 2 % NaCl
E. Vzorkas 15 % zniZenim tuku a 1,8 % NaCl

Na stanovenie textirneho profilu vzoriek bol pouzity texturometer TA.XT PLUS a software
Texture exponent 32 (Stable Micro Systems, UK) [3]. Pri analyze sa vzorka dvakrat stla¢ila pomocou
plochej sondy. Pocas testovania sa zaznamenavali tidaje o deformécii, napéti a sile potrebnej na jej
stladenie, priCom vzorka sa stlacala na polovicu svojej povodnej vySky. Pri merani boli pastéty
umiestnené V Petriho miskach s vyskou 1,45 cm a boli vytemperované na teplotu 22 “C. Pouzitym
nastavcom bola valcova sonda s priemerom 10 mm, pricom analyza bola vykonana dvojitym
stlacenim vzorky. Pristroj bol nastaveny nasledovne: deformécia (strain) 40 %, Cas (time) 5 s,
spustacia sila (trigger force) 5 g a rychlost’ testu (test speed) 5 mm/s.

Stanovené textirne charakteristiky: tvrdost' (hardness), pruznost’ (springiness), sudrznost’
(cohesiveness), gumovitost’ (gumminess), prilnavost’ (adhesiveness) a odolnost’ (resilience) [2].
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Vysledky a diskusia

Vysledky TPA ukézali, ze pre atributy pruznost’ a odolnost’ neboli najdené Statisticky vyznamné
rozdiely (p =0,05) medzi vzorkami obsahujucimi rézny podiel tuku a soli a kontrolnou vzorkou.
Naopak, znizenie obsahu tuku v produktoch (vzorky B az E) malo za nasledok vyrazné zvysenie
prilnavosti a vyrobky s vyssim obsahom soli sa vyzna¢ovali nizSou prilnavostou (vzorky C a E).
Dalej bolo zistené, Ze najvys§iu hodnotu stiidrznosti mala kontrolna vzorka, ¢o naznacuje oslabenie
emulznej Struktiry so znizujucim sa mnozstvom tuku. Z vysledkov tiez vyplynulo, ze vyssi obsah
tuku vo vzorkach viedol k miksej texture, zatial' ¢o vyssi podiel bielkovin podporoval pevnejsiu
Struktaru vyrobkov. Vyrobky obsahujiice niz§i podiel soli (1,8 %) sa vyznacovali vyrazne niz§ou
tvrdost'ou, ¢o je mozné vysvetlit obmedzenou extrakciou a funkénost'ou myofibrilarnych bielkovin

[5].

Zaver

Tuk a sol’ predstavuji dolezité recepturne zlozky pastét. Z vysledkov prace je mozné konstatovat’,
ze redukcia obsahu tuku v pastétach ma vyrazny vplyv na niektoré texturne charakteristiky vyrobkov:
tvrdost’, prilnavost’, sidrznost a gumovitost. Kontrolnd vzorka vykazovala spomedzi vsetkych
formulécii najnizSiu prilnavost a zaroven najvysSiu sudrznost, ¢o v praxi znamena pevnu,
koherentnu Struktaru, ktora sa rovnomerne rozotiera. U tejto vzorky bola zaroven zistend najniz$ia
hodnota parametra tvrdost (t. j. najvyssia mékkost). Z odborne;j literatiry vyplyva, Ze méasové pastéty
charakterizované nizkymi hodnotami tvrdosti sa vyznacujii dobrou rozotieratelnostou [6].
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Introduction

A more sustainable and healthier diet, based mainly on plant-based products, is becoming
increasingly popular. Plant-based milk alternatives represent a suitable option for supplementing
valuable nutrients and bioactive compounds with beneficial health effects. Their growing popularity
is also influenced by factors such as milk protein allergy, lactose intolerance, and consumers
environmental awareness [1]. Among the appropriate raw materials for their production is
amaranth, which stands out for its high content of quality proteins and balanced amino acid
composition (valine, leucine, lysine, proline, threonine) [2].

Discussion

Amaranth belongs to the family Amaranthaceae. The most important species cultivated for
human consumption are Amaranthus cruentus, Amaranthus caudatus, and Amaranthus
hypochondriacus [3]. In recent years, it has attracted the attention of researchers due to its excellent
nutritional profile [4]. Its seeds contain 12.5-15.5% protein (65 % albumins, 17 % globulins, 11 %
prolamins and 7 % glutelins), 73.7-77.0% carbohydrates, 8-16% fiber, 7.1-8.0% lipids (from which
more than 70 % are unsaturated fatty acids, predominantly linoleic, oleic and linolenic acid which
comprise approximately 62 %, 20 % and 1 % of all unsaturated fatty acids respectively), and 3-
3.5% minerals (predominantly magnesium, calcium, phosphorus and iron) [3, 4, 5, 6]. Amaranth
also has a low glycemic index, ranging from 34 to 40 [7]. Previously, amaranth was usefully
applied for preparing various gluten-free beverages, to which it adds nutritional value [8, 9, 10].

Such plant-based sources like amaranth are used to prepare beverages through various
technological processes. Initially, the raw material is pretreated by soaking and then proceeds
through two main pathways — wet milling or germination. Water is then added, followed by heat
treatment and homogenization, resulting in a mash-like mixture. Further processing includes
enzymatic hydrolysis (predominantly by amylase), filtration, and centrifugation to separate
insoluble components. After pasteurization, a non-fermented beverage is obtained. This product
can by further treated by fermentation with selected microorganisms (Lactobacillus, Streptococcus,
Bifidobacterium). The fermentation process makes it possible to obtain plant-based milk
alternatives with favourable nutritional (higher protein quality, lower antinutritional factors) and
organoleptic properties without the need of additives [11, 12].

Recently, Cruz-Casas et al. [13] and Bolivar-Monsalve et al. [14] investigated fermented
beverages derived from amaranth. These authors found that amaranth fermentation led to a
increased antioxidant activity reduced saponin content, improved sensory attributes and enhanced
rheological properties of the final product.
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Conclusion

Amaranth represents a valuable raw material for the production of plant-based milk alternatives
with high nutritional value. Thanks to its balanced amino acid profile, low glycemic index, and
absence of gluten, it is suitable for a wide range of consumers, including those with food
intolerances and allergies. Moreover, fermented amaranth beverages offer the potential for natural
enrichment with beneficial microorganisms (lactic acid bacteria) without the need of additional
additives or flavouring agents. Available studies indicate that amaranth has significant potential in
the development of innovative plant-based beverages that meet modern consumer demands for a
healthy, sustainable, and nutritionally rich diet.
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Uvod

Levandula je znama najmd vd’aka esencialnym olejom, ktoré obsahuju sekundarne metabolity
(linalool, linalyl acetat a 1,8-cineol) [1]. Tieto zli€¢eniny maji antimikrobidlne u¢inky proti Sirokému
spektru baktérii [2,3] a v rastline plnia ochrannt funkciu ako antivirotika, antimykotika, insekticidy
a antibakterialne latky [4]. Produkcia sekundarnych metabolitov v prirode vSak zavisi od mnohych
vonkajSich faktorov, ¢o obmedzuje ich stabilnii biosyntézu. Preto sa v biotechnoldgii rastlin
vyuzivaju in vitro kultiry, ktoré umoznuju kontrolovani produkciu tychto latok. Jednou z
najcastejsich foriem in vitro kultur je kalusové kultara, vznikajica indukciou delenia rastlinnych
buniek v dosledku mechanického poskodenia a nasledného pdsobenia rastovych regulatorov. Kalus
pozostava z nediferencovanych kmeniovych buniek [5]. Kmenové bunky (SC) nepodliehajt starnutiu
a obsahuju minerdly, vitaminy, esencidlne mastné kyseliny a ochranné bioaktivne zluceniny [6].
Cielom prace bolo zalozenie kalusovych kultir in vitro zkorefiovych, stonkovych a listovych
explantatov z hybridnej levandule (Lavandula x intermedia Emeric ex Loisel.), odrod Budrovka
a Grosso, s pouzitim roznych kombinacii a koncentracii auxinov a cytokininov a histologické
pozorovanie rastlinnych kmenovych buniek pritomnych v kalusoch.

Expetimentalna cast’

Listové, stonkové a korenové segmenty hybridnej levandule (Lavandula % intermedia), odrdod
Budrovka a Grosso, boli asepticky odobraté a prenesené na MS médium [7] doplnené agarom a
réznymi kombindciami rastovych regulatorov. Pri odrode Budrovka sa aplikovali IAA, 2,4-D, BAP,
KIN a GA;, zatial’ ¢o pri odrode Grosso aj 2iP. Kombinacie a koncentracie regulatorov vychadzali z
literarnych tdajov alebo boli navrhnuté experimentalne. Kultivacia prebiehala v tme pri teplote 23 +
2 °C pocas 12 tyzdnov. Pasazovanie kalusov sa uskutoc¢nilo po 4 a § tyzdnoch. Vplyv jednotlivych
rastovych regulatorov a ich kombinacii na indukciu a rast kalusu sa hodnotil po 4, 8 a 12 tyzdfioch.
Sledovanymi parametrami boli velkost, §truktura a farba kalusu, tvorba korefiov a vyhonkov a
percento indukcie kalusu. Kalusy z roznych explantitov boli nasledne analyzované svetelnym
mikroskopom Leica DM600B s prislusnym softvérom na stanovenie obsahu a pomeru rastlinnych
kmenovych buniek (SC) a dediferencovanych buniek (DDC). Vakuoly zivotaschopnych buniek sa
vizualizovali pomocou 0,01 % (w/v) farbiva Neutral Red [8].

Vysledky a diskusia

Maximalna frekvencia indukcie kalusu (100 %) bola dosiahnutd pri ré6znych kombinaciach a
koncentraciach rastovych regulatorov, najméi pri korenovych a stonkovych explantatoch. Kalusy
vzniknuté za tychto podmienok vykazovali pocas kultivacie postupny ndrast biomasy, sprevadzany
zmenou $truktury z kompaktného na rozpadavy typ. Farba sa odliSovala v zavislosti od pouzitého
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rastlinného explantatu, pri¢om prevazovala krémova a biela farba. Intenzivnu tvorbu kalusu pri oboch
odrodach vykazovali stonkové a korefiové explantaty, uz po prvom mesiaci kultivacie, zatial' ¢o
listové explantaty boli menej efektivne (z dovodu nekrotizacie).V naSom pripade medzi najuéinnejsie
kombinacie rastovych regulatorov pri odrode Budrovka patrili 2 mg/L 2,4-D a 2 mg/L IAA + 1 mg/L
BAP a pri odrode Grosso 2 mg/L IAA + 2 mg/L KIN a 2 mg/L [AA + 1 mg/L KIN.

Kalusy indukované z roéznych typov explantatov boli analyzované histologicky s cielom ur¢it’
pomer rastlinnych kmenovych buniek (SC) a dediferencovanych buniek (DDC). Po zafarbeni
farbivom Neutral Red sa pri SC pozorovala pritomnost’ vy$§ieho mnozstva malych sférickych vakuol,
zatial’ ¢o DDC obsahovali spravidla len jednu vel'ka vakuolu [9]. Kmenové bunky boli pritomné vo
vSetkych analyzovanych kalusoch, pricom ich podiel bol najvys$si v pletivach s intenzivnym
narastom. Kalusy odvodené z listovych explantatov obsahovali najvyssi podiel SC, zatial’ ¢o kalusy
ziskané z korenovych a stonkovych explantatov vykazovali vyssi obsah DDC. Porovnanie kalusov
roznej farby a Struktiry ukdzalo, Ze biele kompaktné kalusy obsahovali vyssi podiel DDC, zatial’ ¢o
krémové a rozpadavé pletiva vykazovali len nizke mnoZzstvo tychto buniek.

Zaver

Vysledky prace ukazali, Ze indukcia a morfologia kalusového pletiva hybridnej levandule zaviseli
od typu explantatu, odrody a kombinécie rastovych regulatorov. Najvyssia frekvencia tvorby kalusu
bola dosiahnuta pri koreniovych a stonkovych explantatoch. Odroda Budrovka vykazovala najlepsie
vysledky pri pouziti IAA/2,4-D (2 mg/L) a KIN/BAP (1 mg/L), ale aj v pripade pouzitia kyseliny
giberelove;j. Pri odrode Grosso bola tvorba kalusu najefektivnejsia pri pouziti IAA/2,4-D (1 a2 mg/L)
a KIN/BAP/2iP (0,5 mg/L). Najvyssie zastipenie kmenovych buniek bolo pozorované v pripade
kalusov krémovej farby a rozpadave;j Struktiry.
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Uvod

Rickettsiae (Alphaproteobacteria; Rickettsiales, Rickettsiaceae) predstavuji malé (0,3-0,5 x 0,8-2,0
um) gramnegativne, obligatne intraceluldrne baktérie, ktoré infikuju cielové endotelové bunky
a mnozia sa v cytoplazme eukaryotickych hostitel'skych buniek [1]. Ich prirodzenymi prenasac¢mi st
¢lankonoZzce, najma klieSte, blchy, v§i a roztoce. Infekcie vyvolané tymito patogénmi, ozna¢ované
ako rickettsiozy, patria medzi najstarSie zname ochorenia prenasané kliestami a moézu mat’ klinicky
prejavovat’ Sirokym spektrom - od miernych az po zivot ohrozujtice formy [2].

Uhlikové kvantové bodky (CQD) predstavuju novu triedu fluorescenénych nanomaterialov.Pocas
fotodynamickej terapii (PDT) dochadza k tvorbe fotoindukovanej excitacnej energia, ktora zohrava
doleziti Ulohuv baktericidnom procese [3]. PDT v pritomnosti CQD vykazuje vysoki
antimikrobialnu uc¢innost’. Po absorpcii svetla CQD generujii superoxidové anioény, ¢o vedie
k selektivnej deStrukcii bakterialnych buniek, zatial' ¢o bunky cicavcov zostavaji neposkodené.
Testy cytotoxicity potvrdzuji, ze CQD su biologicky a hemokompatibilné v Sirokom terapeutickom
rozmedzi. Okrem terapeutického potencialu mézu CQD sluzit’ aj ako profylaktickd a doplnkova
alternativa ku konvencnym antibiotikdm [4]. PDT sa uplatiluje aj v diagnostike a liecbe
onkologickych ochoreni v kombinacii s genomickymi a proteomickymi pristupmi [5].

Experimentailna ¢ast’

Na studium bola pouzitd bunkova linia Vero, fibroblasty z obli¢iek maciaka zeleného (Cercopithecus
aethiops) v Dulbeccovom modifikovanom Eaglovom médiu (DMEM), ktoré obsahovalo 10 % FBS
(fetalne bovinné sérum) s pridavkom antibiotik. Samotny experiment sa realizoval v 12-jamkovych
kultivaénych platnickach s opakovanim pre $tatisticku validaciu vysledkov. Bunky boli infikované
baktériami R. conorii kmeti caspia a inkubované pri 34 °C. Pouzilo sa inokulum 2,5x10% Po 24-
hodinovej inkubacii bola aplikovana fotodynamicka inaktivacia (PDI). Ako fotosenzibilizator (PS)
boli pouzité CA-CQDs v koncentracii 0,08 mg/ml a zdrojom svetla bolo modré svetlo s vinovou
dizkou 470 nm. Po oZiareni sa PS odstranil a bolo pridané éerstvé DMEM 3 % FBS. Po 24 hodinovej
inkubacii sa PDI opakovala. Alternativou experimentu bolo pouzitie tzv. ,pretreatment®, t. j. pred
infekciou sa Vero buniek bunky oziarili 5 minit modrym svetlom. Infikované bunky bez aplikacie
PDI sluzili ako kontrola. Nasledne bola izolovana DNA a RNA z testovanych vzoriek pomocou
AllPrep DNA/RNA Kit (Qiagen, Nemecko) podla instrukcii vyrobcu. Izolovana RNA bola reverzne
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transkribovana na cDNA. Kvantifikacia sa uskutocnila pomocou qPCR, amplifikovanim fragmentu
génu ompB pomocou SuperHot Master Mix (2x) (Bioron, Nemecko), ktorou sa stanovil pocet
zivotaschopnych baktérii R. conorii pouzitim §tandardov obsahujucich 3x10°—3x10¢ cielovych kopii
kopii cDNA. Uéinnost’ PDT bola 3tatisticky vyhodnotena. Efektivita PDI sa vypocitala ako percento
redukcie baktérii podl'a vzorca: R (%) =[(a —b)/a] % 100, kde a predstavuje pocet kopii DNA rickettsii
v kontrolnych vzorkach a b pocet kopii DNA rickettsii v inaktivovanych vzorkach [6]. Na urcenie
rozdielu poctu zivotaschopnych bakteridlnych buniek v kontrolnych a oziarenych vzorkach sa pouzil
Mann-Whitneyho U test. Vysledok sa povazoval za Statisticky signifikantny, ak hodnota p < 0,05.
Cast’ vzoriek uréenych na proteomicku analyzu sa uchovavala pri —80 °C. Na precipiticiu proteinov
sa pouzil chloroform a metanol, na kvantifikdciu Bradfordova metdda. Proteiny sa analyzovali
elektroforeticky pomocou SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis), vzorky sa upravili ZipTipingom a nasledne sa pouzila MALDI (Matrix-Assisted
Laser Desorption/Ionization) analyza na porovnanie urovne expresie proteinov ovplyvnenych PDI.

Vysledky a diskusia

Utinnost’ PDT na infekciu R. conorii s pouzitim inokula 2,5x10* buniek bola 83,3 % po 24 h
(p=0,0051), 87,67 % po 48 h (p = 0,0080) a 81,11 % po 72 h (p = 0,0051). Pri sGcasnej aplikacii
Lpretreatment* bol efekt PDT po 24 h 66,46 % (p = 0,083), po 48 h 95,89 % (»p = 0,051) apo 72 h
98,47 % (p =0,051). Uinok PDT na rickettsiovi infekciu (2,5% 10* buniek) bol §tatisticky vyznamny.

Sekvenovanie odhalilo v priemere 500 proteinov vo vzorke a podla ocakdvania vicSina
detegovanych proteinov patrila Vero bunkdm. Predbezna §tadia diferencidlnej expresie proteinov vo
VERO bunkach infikovanych R. conorii, realizovana pomocou systému Waters Synapt a softvéru
ProGenesis QI, odhalila, Ze najvyraznejSie zmeny sa tykali bakteridlnych proteinov spojenych s
rastom, replikaciou a tvorbou ATP. Predbezné vysledky ukazali celkovy pokles produkcie
rickettsialnych bielkovin (DEAD/DEAH box helicase, ATP synthase alfa, ATP synthase beta,
Chaperonin GroEL, Elongation factor G, Autotransporter domain-containing protein a d’alsich
rickettsialnych proteinov) pocas PDI po 48 hodinach. zaznamenana bola zvySena expresia proteinov
zapojenych do biosyntézy rickettsialneho lipopolysacharidu a naopak zniZend expresia proteinov
suvisiacich so syntézou ATP a opravou DNA. Vo VERO bunkéch boli najviac ovplyvnené bunkové
funkcie spojené s detoxikaciou a metabolizmom [7,8].

Monitorovanie bunkovych odpovedi a proteomickych zmien méze poskytnut’ cenné informacie o
mechanizmoch, ktorymi intracelularne baktérie reaguju na bunkové poskodenie sposobené PDT, ako
aj o tom, ako hostitel'ské bunky mézu vyuzit’ tento terapeuticky pristup na prekonanie infekcie. Tieto
poznatky mdzu prispiet’ k vyvoju G¢innejSich antimikrobialnych terapii a k boju proti narastajice;j
antibiotickej rezistencii.

Zaver

Optimalizovali sme postup pri PDT a potvrdili ué¢innost CQD na redukciu rickettsialnej infekcie.
Pomocou proteomickych metdd sme identifikovali zmeny v expresii proteinov R. conorii po 48 h po
PDT. V dalsej studii sa poktisime reinfekciou hostitel'skych buniek rickettsiami po PDT analyzovat’
schopnost’ d’alej sa mnozit’ a analyzovat’ zmenu proteinov po dlhodobom u¢inku PDT.
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Uvod

Rickettsia spp. su Gram-negativne, obligatne intracelularne baktériec prendSané najma
¢lankonoZcovymi vektormi [1]. Tieto infekcie st spojené s vysokou mortalitou, ktord méze v
nelieCenych pripadoch dosiahnut’ 30 az 40 % [2]. Rickettsia akari, pdvodca ochorenia rickettsiové
kiahne (rickettsialpox), sa prenasa roztoéom Liponyssoides sanguineus ana rozdiel od vécsiny
rickettsii, ktoré napadaju endotelové bunky, R. akari infikuje prednostne makrofagy [3]. V gendmoch
rickettsii sa nachadza mnoZstvo necharakterizovanych otvorenych &itacich ramcov, ktoré kéduju tzv.
hypotetické proteiny (HPs). Vzhl'adom na vysoko redukovany gendm rickettsii sa predpoklada, Ze
zachovanie tychto proteinov odraza ich esencialne biologické funkcie [4]. Cielom naSej stadie je
objasnit’ potencialne funkcie hypotetickych proteinov u kmetia R. akari Hartford. Zameriavame sa
hlavne na 47 proteinov, ktoré boli konzistentne identifikované ako efektorové proteiny hmotnostnou
spektrometriou v cytoplazmatickom priestore hostitel'skych buniek.

Experimentalna ¢ast’

Aby sme stanovili najlepsich kandidatov pre in vitro experimenty, zo vsetkych 47 HPs sme
uskuto¢nili komplexni bioinformaticki analyzu zahfiiajicu predikciu fyzikalno-chemickych
vlastnosti, subcelularnej lokalizacie, konzervovanych domén, motivov a funkéné anotacie s vyuzitim
najspolahlivejSich databaz a nastrojov. Na overenie presnosti sme pracovny postup validovali
pomocou kontrolnej sady znamych proteinov povaZovanych za virulenéné faktory. Integrovany
analyticky pristup kombinoval predikciu proteinového skladania (folding), klasifikaciu podla
ontolégie génov, funkénych skupin (clusters), 3D porovnanie $truktir a fylogeneticki analyzu.
V dal§ich experimentoch planujeme uréit’ lokalizaciu v infikovanych bunkach a funkénych partnerov
vybranych HPs.

Vysledky a diskusia

Pouzita bioinformatickd analyza umoznila podrobnti charakterizaciu doteraz hypotetickych
proteinov u R. akari, vratane ich predpokladanej lokalizacie, funkcie a $truktiry. Mnohé HPs boli
identifikované ako periplazmatické alebo viazané na vonkaj$iu membranu, ¢o naznacuje ich ulohu v
udrziavani bunkovej integrity, vymene zivin a interakciach s hostitelom.

Struktarne analyzy odhalili, Ze viaceri HPs podla typu skladania (folding) napodobiiovali
molekuly spajané s adhéziou a rozpoznavanim hostitel’a, pricom niektoré proteiny mali aj katalytické
alebo signalne motivy. Analyza funkénych klusterov identifikovala dva déveryhodné, suvisiace so
syntézou peptidoglykéanu a lipopolysacharidov — ddlezitych pre tvorbu bakteridlnej bunkovej steny a
adaptaciu na prostredie.
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Ulohy HPs v tychto klustroch boli tiez predpovedané na zaklade Struktirnych homolégii.
Jedenast’ proteinov (Uniprot anotacia: ABGPG8, A8GP20, A8GP63, ABGNV4, ABGN23, ASGMMS,
ABGMI5, ABGMB4, ABGM41, ABGMJ7, ABGMO08) vykazovalo vyznamn( struktirnu zhodu so
znamymi bakterialnymi proteinmi z ProFunc databazy, ¢o podporuje spravnost’ ich predpokladanych
funkcii. gtyri z nich (A8GMB4, A8GN23, A8GP63, ASGNV4) mali znaky virulenénych faktorov,
¢o naznacuje G¢ast’ na patogenite a adaptacii Rickettsia [5].

Nakoniec, proteiny A8GP63, ASGNV4, A8GN23 a ABGPM2 sa javia ako najperspektivnejSie
ciele pre experimentalne overenie a pouzitie v imunologickych metddach vd’aka vysokej virulencii,
antigénnosti, a stabilite.

Zaver

Kombinovany pristup s vyuzitim viacerych bioinformatickych metéd umoznil identifikovat’
niekolko sl'ubnych kandidatov medzi hypotetickymi proteinmi, ktoré pravdepodobne zohravaju
Ulohu v patogenéze aj v zakladnych metabolickych procesoch. Ziskané vysledky prinasaju nové
poznatky o funkciach hypotetickych proteinov R. akari, poskytuji dolezité vychodisko pre budice
experimentalne overenie a prispievaji k hlbSiemu pochopeniu bunkovych mechanizmov tohto
intracelularneho patogéna.
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Uvod

V poslednych desatrociach rastie vyskyt chronickych ochoreni, ako st obezita, diabetes 2. typu
a kardiovaskularne choroby v désledku nevhodnej stravy a nizkej vyzivovej hodnoty potravin [1].
Ako reakcia na tento problém sa v oblasti vyzivy a potravinarskej technologie ¢oraz viac presadzuje
koncept funkénych potravin, ktoré okrem zékladnych zivin poskytuju aj zdravotné prinosy, ako
podpora imunity, regulacia hladiny cholesterolu v krvi ¢i zlepSenie ¢revnej mikrobioty [2]. Jednym
z vyuzivanych pristupov je obohacovanie potravin ovsom alebo ovsenymi produktmi, ktoré st
bohatym zdrojom bioaktivnych latok, najmé S-D-glukanov. Okrem nich obsahuje zrelé zrno ovsa aj
priblizne 60 % Skrobu, 15 % bielkovin, 7 % lipidov [3, 4] a r6zne metabolity, ako su fenolové
kyseliny, flavonoidy, karotenoidy, vitamin E, fytosteroly a avenantramidy, ktoré maju vyznamnu
antioxidac¢nu aktivitu [4, 5].

Cielom tohto vyskumu bolo vytvorit’ funkény vyrobok, konkrétne tradi¢né pSeni¢né kysnuté
parené knedle obohatené ovsenou mukou s vy$Sou nutricnou hodnotou a zachovanou senzorickou
kvalitou.

Experimentalna ¢ast’

V experimente bola pouzitd odroda ovsa siateho Zltoplevnatého (Avena sativa L.) Prokop,
vypestovana v roku 2022 na Vyskumno-§Fachtitel'skej stanici Vigla§-Pstrusa (NPPC — VURV
PieStany). Po zbere boli zrelé zrnd olipané apomleté na hrabku zrna 0,5 mm pomocou
ultracentrifugaéného mlynu ZM 300 (Retsch, Haan, Nemecko). Vzorka bola pouzita na analyzu
chemického zloZenia a na pripravu zmesnych muk z polohrubej pSeni¢nej muky (Vitaflora, Mlyn
Kolarovo, a. s., Slovensko) a celozrnnej ovsenej muky s podielom 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0; 20,0
a 25,0 %.

Pri priprave domécich parenych kysnutych knedli sa najskor pripravil kvasok z drozdia
zmieSanim 50 ml vody, 60 ml mlieka, 10 g drozdia a 4 g cukru. Kvasok kysol 15 minut pri 21 °C,
potom sa spojil so zvySkom ingrediencii (jedno slepacie vajce, 3 g soli a 250 g muky) a cesto sa
miesilo v planarnom mixéri pocas 8 minut. Cesto sa nechalo vykysnut’ 40 minut v tme a nasledne sa
vytvarovalo do ovalnych bochnikov. Na plechu dokyslo este 15 mintit a parilo sa v konvektomate
20 minut pri 100 °C. Knedle boli nasledne hodnotené zo senzorického hl'adiska a nasledne boli
zvysky vysusené a pouzité na analyzu vybranych nutriénych ukazovatel'ov. Senzorické hodnotenie
vykonalo 10 respondentov pomocou dotaznika, kde bolo hodnotenych osem parametrov (tvar, vona,
chut’, porovitost’, farba povrchu, farba a lepivost’ striedky a celkovy dojem) podla 5-bodovej $kaly.

Obsah p-D-glukanov sme stanovili enzymatickou metdédou pomocou analytického kitu ,.5-
Glucan (Mixed Linkage) set“ (Megazyme by Neogen®, frsko). Obsah proteinov sme stanovili
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analyzou obsahu dusika Dumasovou metddou na automatickom analyzatore TruMac CNS (LECO
Corp., USA) a naslednym prepoctom podl'a $pecifickych koeficientov. Obsah lipidov sme stanovili
extrakciou n-hexanom pomocou rozkladu mikrovinnym Zziarenim. Obsah Skrobu sme stanovili
polarimetrickou metddou podla Ewersa. Statistické vyhodnotenie obsahu jednotlivych skimanych
ukazovatel'ov prebehlo pomocou analyzy ANOVA a naslednym post hoc Tukeyho testom HSD
(Honestly Significant Difference) pri hladine vyznamnosti a = 0,05 pomocou S$tatistického
programu IBM SPSS Statistics 2.0.

Vysledky a diskusia

Kontrolné pSeni¢na muka obsahovala 0,22 % f-D-glukanov, 9,93 % proteinov, 1,83 % lipidov
a 76,78 % skrobu. S rastiicim podielom ovsenej muky v zmesnych mik sme pozorovali kontinualny
narast v obsahu f-D-glukanov az na 1,23 %, proteinov na 12,37 % a lipidov na 2,41 %, pricom
obsah skrobu klesol na 73,00 % (25 % ovsend muka). Knedl'a z kontrolnej pSeni¢nej muky
obsahovala 0,27 % f-D-glukanov, 13,91 % proteinov, 5,46 % lipidov a 72,23 % skrobu. Rovnaky
trend sa prejavil aj pri knedliach - narast obsahu S-D-glukdnov na 0,69 %, proteinov na 14,95 %,
lipidov na 10,44 % apokles v obsahu skrobu na 66,28 % (knedla z25 % ovsenej muky).
Senzoricka analyza ukazala, Ze pridanie ovsenej muky do parenych kysnutych knedli viedlo
k zlepSeniu ich nutri¢nej kvality do priblizne 10 % pridavku ovsa bez negativneho vplyvu na ich
celkovu senzorickt akceptovatelnost. Pri vyssich urovniach obohatenia sa vSak zacal prejavovat’
pokles kvality, sprevadzany zmenami v chuti, textire a vzhl'ade vyrobku.

Nase vysledky potvrdili, ze pridavok ovsenej muiky vyrazne meni makronutriéné zloZenie
zmesnych muk aj hotovych knedli. Knedle s obohatené okrem p-D-glukdnov, aj o proteiny
a lipidy, ¢o zvySuje hypocholesterolemicky ucinok ovsa [6]. Nizsi obsah Skrobu zarovei naznacuje
potencial pre vyvoj potravin s niz§im glykemickym indexom, ktoré vdaka vy$Siemu obsahu
vlakniny a inych funkénych zloziek prispievaju k zdravSiemu nutriénému profilu [7].

Zaver

Tato §tadia ukazuje, Ze pridanie ovsenej muky do parenych pseni¢nych knedli zvySuje obsah /-
D-glukanov, proteinov a lipidov a znizuje obsah Skrobu. Tieto ziviny zostavaju pocas kysnutia
a tepelnej Upravy relativne stabilné, ¢o umoznuje vyrobu funkénych potravin s vy$Sou nutrinou
kvalitou a zachovanou senzorickou prijatelnostou. Optimalne obohatenie predstavuje 7,5 — 10 %
ovsa. Pri vy§Som podiele dochadza k zhorSeniu senzorickych aj reologickych vlastnosti.
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Uvod

Celosvetovo rastie pocet l'udi, ktori nemozu, ¢i uz zo zdravotného alebo etického hl'adiska
konzumovat' kravské mlieko. Pozitivny vplyv baktérii mlie¢neho kysnutia by mal byt preto
preskimany aj pre tato cielovi skupinu. Implementacia baktérii mliecneho kysnutia do
alternativnych ndhrad kravského mlieka predstavuje jednu z moznosti prisunu probiotickych
mikroorganizmov pre l'udi, ktori nekonzumuji kravské mlieko. Ci uz ide o osoby so zdravotnymi
obmedzeniami (napr. intoleranciou laktdzy, alergiou na mliecne bielkoviny) alebo o jednotlivcov,
ktori preferuju rastlinné alternativy mlie¢nych napojov v zdujme zdravého Zivotného $tylu. Vyskum
a hlbsia analyza tychto oblasti je pre spolocnost’ prospesna. Zavadzanie probiotickych kultir do
rastlinnych substratov moze prispiet’ k rozsireniu funkénych potravin dostupnych pre SirSiu
populéciu, ¢im sa podpori prevencia civilizaénych ochoreni a zlep$i sa mikrobidlna rovnovaha
gastrointestinalneho traktu. Baktérie mliecneho kysnutia (BMK), predstavuju rozmaniti skupinu
mikroorganizmov spojenych s rastlinami (kapusta, kukurica, ja¢men), méidsom a mlie¢nymi
vyrobkami. BMK zohrdvaji dolezita ulohu aj v potravinarskom priemysle pri spracovani maisa,
alkoholickych napojov a zeleniny [1]. Lacticaseibacillus rhamnosus GG (LGG) bol prvym kmenom
rodu Lactobacillus (pred preklasifikovanim), ktory bol v roku 1989 patentovany vd’aka svojej
schopnosti prezit a mnozit’ sa pri kyslom pH Zzaltidka, v prostredi obsahujucom ZI¢, a tiez vd’aka
schopnosti prilnut’ k eneterocytom. Lb. rhamnosus GG vytvara biofilm, ktory mechanicky chrani
sliznicu, a produkuje r6zne rozpustné latky prospesné pre creva, znizuje apoptézu c¢revného epitelu
a zachovava integritu cytoskeletu [2].

Cielom bolo zhodnotit’ spravanie sa probiotického kmena Lb. rhamnosus GG v komeréne
dostupnom ryZovom napoji, vzh'adom na meniacu sa teplotu v intervale od 12 do 44 °C a vysledky
experimentov vyhodnotit’ pomocou principov prediktivnej mikrobiologie.

Experimentalna ¢ast’
Na kinetickt analyzu experimentalnych udajov bol pouzity tradi¢ny trojkrokovy pristup. V prvom

kroku boli namerané daje rastu LGG opisané Baranyiho primarnym prediktivnym modelom pre
priemerna hodnotu 4. V druhom kroku sa vplyv teploty na najdodlezitejsie kinetické parametre rastu,
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maximalnu Specificku rychlost rastu (uma) a lag fazu (1), vyjadril CPM sekundarnym prediktivnym
modelom. Prepojenim primarneho a sekundarneho modelu sa v trefom kroku vytvoril terciarny
model, vhodny na priamu predikciu rastu LGG v ryZovom napoji.

Vysledky a diskusia

Ako prva bola uskuto¢nena aplikacia Baranyiho primarneho prediktivneho modelu pre priemernti
hodnotu /¢ na ziskané experimentalne vysledky. V ryZovom napoji sa v stacionarnej faze rastu Lb.
rhamnosus GG dosiahla maximalna priemerna pocéetnost’ 7,65 +0,25 log KTI.ml™!' (CV = 3,3 %)
(pociatoény priemerny pocet mikroorganizmov bol 2,77 +0,11 log KTIml! (CV = 4,0 %).
Maximalna $pecifickd rastova rychlost pri najnizej kultivacnej teplote bola 0,042 hl.
V suboptimalnom intervale teplot bol zaznamenany narast umqx smerom k optimalnej teplote rastu.
Za optimalnou teplotou rastu bol zaznamenany pokles maximalnej $pecifickej rastovej rychlosti o
19,6% (timax = 0,607 h'). Pri teplote 37°C bola zaznamenana najvys§ia maximalna $pecificka rastova
rychlost’ ato 0,755 h'!. Nasledne bol aplikovany sekundarny model vplyvu teploty na maximélnu
$pecifickt rychlost’ rastu a lag fazu na zistenie kardinalnych parametrov CPM sekundérneho model:
minimalna (Tnin = 5,45°C), optimélna (7,p: = 39,99°C) a maximalna teplota rastu (7ma = 46,85°C).
Maximadlna $pecificka rastova rychlost pri optimélnej teplote mala hodnotu gmax, rope = 0,757 h'!.

Zaver

V préci sa zistili kinetické parametre rastu Lb. rhamnosus GG v ryzovom napoji pomocou Baranyiho
primarneho prediktivneho modelu opisujuceho rastové Ciary v biokinetickom rozsahu teplot pre
priemernu hodnotu /. Kardindlne parametre sa vyhodnotili sekundarnym CPM modelom a nasledne
terciarnym modelom sa uskuto¢nili predikcie poctu mikroorganizmov pre vybrané teploty.
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Coxiella burnetii je vysoko infekény obligatne intracelularny bakteridlny patogén a povodca
Q-horucky. Baktéria sposobuje klinické infekcie u zvierat aj l'udi ¢im predstavuje vyznamné
riziko pre verejné zdravie [1].

Po vstupe do hostitel'skej bunky sa C. burnetii replikuje vo vakuolach derivovanych
z fagolyzozomu, ktoré sa nazyvaju CCV (angl. Coxiella containing vacuole) [2]. Zatial’ ¢o
zelezo je kl'i€ovym faktorom virulencie u mnohych bakterialnych patogénov, jeho Specificka
uloha u C. burnetii zostava nejasna. Existuju vsak dokazy, ze infikované hostitel'ské bunky
zvy$uju expresiu transferinovych receptorov, ¢o poukazuje na zvySeny dopyt po zeleze [3].
Presné mechanizmy, ktorymi C. burnetii ziskava Zelezo — ¢i uz prostrednictvom priamych
transportnych systémov alebo inych stratégii — zostavaji neobjasnené [3].

V naSej praci sme sledovali vplyv zZeleza na zivotny cyklus C. burnetii. Predbezné
vysledky naznacuju, ze Zelezo zohrdva klIicovi tlohu v procese kedy sa patogén meni
z virulentnej dormatnej fazy SCV (angl. small cell variant) na replikativnu, metabolicky
aktivnu LCV (angl. large cell variant) v podmienkach in vitro [4].

Tato praca je zamerana na skumanie molekularnych mechanizmov suvisiace s
metabolizmom kovov, so zameranim na Zelezo a d’alSie kofaktory nevyhnutné pre spravne
fungovanie enzymatickych a metabolickych procesov. Nami vykonané experimenty prispievaju
k hlavnému ciel'u, objasnit’ molekularnu komunikaciu medzi hostitel'om a patogénom a ziskat’

hlbsie poznanie mechanizmov, ktoré ovplyvitujii priebeh infekcie.
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Uvod

Duktalny adenokarcinom pankreasu (PDAC) patri medzi najzavaznejSie malignity s
vysokou mortalitou a obmedzenymi terapeutickymi moznostami [1]. Fototermalna terapia
(PTT) predstavuje perspektivny pristup, ktory vyuziva funkéne upravené nanocastice (NP)
schopné absorbovat’ laserové Ziarenie v blizkej infracervenej (NIR) oblasti a premieniat’ ho na
teplo. Tento mechanizmus umoziuje selektivne zahrievanie a desStrukciu naddorovych buniek
bez poskodenia zdravého tkaniva [2, 3].

Nestechiometricky oxid molybdénu (MoOx) je cenovo dostupny a fototermalne efektivny
material, ktory sa vyznacuje vysokou ucinnostou konverzie svetla na teplo [3]. Jeho
funkcionalizacia protilatkami vo¢i nadorovo asociovanym biomarkerom, ako je karbonicka
anhydraza IX (CAIX), zvySuje Specificitu interakcie nanocastic s nadorovymi bunkami [4].
CAIX je transmembranovy enzym nadmerne exprimovany v mnohych hypoxickych nadoroch,
vratane PDAC, kde sa podiel’a na regulécii pH a zvySuje invazivnost’ i rezistenciu buniek voci
terapii [5].

Ciel'om tejto prace bolo overit Uc¢innost’ fototermalnej terapie zacielenej voci CAIX,
sprostredkovanej funkcionalizovanymi nanocasticami nestechiometrického oxidu molybdénu
(MoOx-M75) v 2D a 3D modeloch rakoviny pankreasu. Zaroven sme skimali podmienky pre
dosiahnutie miernej hypertermie a mechanizmy bunkovej odpovede vyvolanej touto terapiou.

Experimentalna ¢ast’

Nanocastice MoOx-M75 boli pripravené v spolupraci s Centrom pre vyuzitie pokro€ilych
materialov (CEMEA) a Fyzikalnym tGstavom SAV. Povrch nanocastic obsahujtci hydroxylové
skupiny bol funkcionalizovany bifunkénym linkerom — kyselinou 4-aminobutylfosfonovou
(ABPA), ktora umoznila kovalentné naviazanie monoklonalnej protilatky M75
rozpoznavajucej CAIX.

Fototermalne vlastnosti funkcionalizovanych nanocastic MoOx-M75 boli testované pri
oziareni laserom s vlnovou dizkou 808 nm a vykonom 300 mW. Teplotné zmeny boli
monitorované v roztokoch nanocastic aj po pridani NP k bunkovym suspenzidm pre
vyhodnotenie G¢innosti fototermalnej konverzie a schopnosti vyvolat’ miernu hypertermiu.
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Ako 2D biologicky model bola pouzitd bunkova linia COLO357 a 3D sféroidy
COLO357/MUF, ktoré mimikuju mikroprostredie hypoxickych nadorov a vykazuju gradient v
expresii CAIX. Navdzovanie a internalizacia NP boli analyzované pomocou konfokalnej
mikroskopie, imunofluorescen¢nych a imunohistochemickych metdd. Biologické uc¢inky PTT
sa hodnotili pomocou prietokovej cytometrie, testov viability (CellTiter-Blue®), detekcie
apoptozy (CellEvent™ Caspase-3/7) a nekrozy (Zombie Violet™), ako aj analyzou expresie
markerov bunkového stresu a smrti pomocou Western blotu a imunofluorescencie.

Vysledky a diskusia

Funkcionalizované nanocastice MoOx-M75 vykazovali vysoku Specificitu vo¢i CAIX-
pozitivnej bunkovej populacii (~64 %) a selektivne sa viazali na hypoxické oblasti 3D modelov.
Ich naslednd internalizacia prebiehala prevazne endocytézou sprostredkovanou klatrinom a
kaveolinom, priCom NP boli lokalizované v skorych a neskorych endozéomoch, ako aj v
lyzozémoch.

Po oziareni NIR laserom v priebehu 5 min doslo v roztoku MoO,-M75 (1 mg/ml) k zvySeniu
teploty o viac nez 30 °C, ¢o potvrdilo vysoku fototermalnu ucinnost NP. V bunkovych
suspenziach (0,14 mg/ml a 0,28 mg/ml) vyvolalo oziarenie (3 min) mierne zvysenie teploty
(8 °C), postaujuce na indukciu subletdlneho stresu a apoptézy. Po oziareni buniek
predinkubovanych s MoO,-M75 bola zaznamenana vyrazna aktivacia kaspaz 3/7 (>42 %),
pokles viability (~30 %) a narusenie proliferacie.

Molekularne analyzy potvrdili indukciu apoptézy sprevadzanej poskodenim DNA
(zvysenie hladiny p-yH2AX), downregulaciou antiapoptotickych proteinov Bcl-xL a Bel-2 a
znizenim expresie mitochondridlneho proteinu HSP60. Pozorované boli aj vyrazné zmeny
cytoskeletu, ako reorganizacia mikrotubulov a depolymerizacia aktinu, ktoré su typické pre
bunky podstupujice apoptozu a tepelny stres.

V 3D modeloch sféroidov sposobila PTT s MoO,-M75 vyrazny narast apoptotickych a
nekrotickych oblasti, znizent schopnost’ adhézie buniek k substratu a spomalenti migraciu.
Tieto zmeny naznacuji nielen cytotoxicky, ale aj funkény efekt terapie na invazivne spravanie
nadorovych buniek.

Zaver

Nanocastice MoO,-M75, zacielené vo¢i CAIX, preukazali vynikajuce fototermalne
vlastnosti a selektivnu vézbu na CAIX-pozitivne bunky pankreatického adenokarcinomu. Po
internalizacii vyvolavaji NP apoptézu prostrednictvom miernej hypertermie, sprevadzanu
poskodenim DNA a zniZenou proliferaciou nadorovych buniek. Vysledky potvrdzuju in vitro
ucinnost’ PTT s miernou hypertermiou a jej potencial pre d’alSie overenie v in vivo modeloch.
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Uvod

Reverzné transkriptdzy (RT) slizia na prepis RNA do komplementarnej DNA. Vyuzivajl sa pri
detekcii RNA virusov, §tidiu transkriptomu, klonovani eukaryotickych génov a v rdznych d’alsich
molekularnobiologickych metodach [1]. Rekombinantnd produkcia tychto enzymov je casto
sprevadzand nizkym vytazkom a tvorbou inkliznych teliesok v cytoplazme hostitel'skych buniek.
Pomocou cielenej mutagenézy je mozné pripravit’ mutantné formy RT s vysSou stabilitou a nizSou
tendenciou tvorit’ nerozpustné agregaty [2]. Ciel'om prace bolo pripravit’ RT s novymi mutaciami a
analyzovat’ ich mnozstvo po purifikacii.

Experimentalna ¢ast’

Nové mutacie sme zavadzali na Grovni DNA metddou overlap extension PCR. Pripravené
sekvencie boli Stiepené restrikénymi endonukleazami BamHI a HindIIl a nasledne ligované do
expresného vektora pET28a. Liga¢nou zmesou boli transformované bunky Escherichia coli DH5a a
uspesnost’ transformacie sme overovali pomocou metody alkalickej 1yzy a PCR. Sekvenciu kodujiicu
RT sme napokon potvrdili sekvenovanim. Expresia proteinu prebiehala pocas 4 hodin v 50 ml LB
média. Rozpustné frakcie sme porovnavali pomocou metody Western blot a po purifikacii sme
kvantifikovali proteiny Bradfordovou metddou. Purifikécia prebiehala na 1 ml kolone s nikelnatymi
i6onmi. Aktivita enzymov bola nasledne potvrdena pomocou reverznej transkripcie a naslednej end-
point PCR.

Vysledky a diskusia

Po overeni sekvencie génu pre RT sme testovali exprimovatel'nost’ enzymov po indukcii expresie
v kmeni E. coli BL21(DE3). Miera expresie RT po 1 hodine predstavovala priblizne 23 % z celkového
mnozstva intracelularnych proteinov, pricom s dlh§im ¢asom kultivacie sa tato hodnota vyrazne
nemenila alebo mierne klesala. Pri porovnani rozpustnych frakcii RT ziskanych po réznych ¢asoch
expresie sme zistili, Ze optimalny ¢as produkcie je 3 az 4 h. Rast biomasy sa pritom vyznamne nelisil
v zavislosti od produkcie jednotlivych variantov RT (obr. A). Pre€istené proteiny sme kvantifikovali,
pricom  ziskané vytazky boli nasledovné: 6,09 + 0,38 mg/l pre RT-wt,
5,29 £ 0,69 mg/1 pre RT-mutl a 7,92 + 0,42 mg/l pre RT-mut2 (obr. B). Chromatogramy purifikacie
st znazornené na obr. C—F. Na odstranenie imidazolu z elu¢nych frakcii sme pouzili metédy dialyzy
a odsolovacej chromatografie (obr. F). Pri druhej metéde sme dosiahli efektivne odstranenie
imidazolu v relativne kratkom Case, avSak vzorka bola zriedena viac nez patnasobne. Predistené RT
boli nasledne testované metodou RT-PCR, pri¢om pozitivny signal bol detegovany aj pri pouziti
riedenej vzorky s enzymom, ¢o potvrdzuje zachovanu enzymaticku aktivitu.
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Obr. Porovnanie produkcie réznych variantov RT:
A —rast biomasy E. coli BL21(DE3) pocas expresie RT, B — porovnanie vytazkov jednotlivych
variantov enzymu, C — afinitna chromatografia RT-wt, D — afinitna chromatografia RT-mutl,
E — afinitna chromatografia RT-mut2, F — odsol'ovacia chromatografia RT-mut2.

Zaver

V praci sme Uspesne realizovali cieleni mutagenézu a pripravili RT s dvomi novymi mutaciami.
Zatial' ¢o variant RT-mutl vykazoval o 13 % niz8iu rozpustnost’ v porovnani s RT-wt, variant
RT-mut2 dosiahol o 30 % vyssi vytazok. Okrem toho sme experimentalne potvrdili, Ze zavedené
mutacie neovplyvnili schopnost enzymu syntetizovat komplementdrnu DNA. V budicnosti
planujeme pripravit’ konstrukt obsahujuci obe mutacie.
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Uvod

Bilkoviny jsou klicové pro udrzeni svalové hmoty, regeneraci, kognitivni funkce i celkovou
vykonnost v zatézovych podminkach; v polnich operacich a u slozek IZS proto predstavuje strava s
dostatkem kvalitnich bilkovin strategickou vyhodu. Lyofilizace umoziuje vyrabét trvanlivé potraviny
s minimalni ztratou nutricni a senzorické kvality a diky porézni struktufe i rychlou rehydrataci pfi
nizké hmotnosti bez nutnosti chladiciho fetézce. Spravné nastavené parametry procesu jsou zasadni
pro zachovani textury, barvy a skladovatelnosti, coz ¢ini lyofilizované produkty vhodnymi nosici
bilkovin pro vojaky a zachranné slozky v podminkach dlouhodobého skladovani a logistickych
omezeni [1].

Experimentalni ¢ast

Na porce hovéziho zadniho bylo aplikovano pét marindd (M1-MS5): M1 bylinkovo-olejova,
byly lyofilizovany 40 h (Lyotrade, AMARU) a vakuové zabaleny do strukturovanych hlinikovych
sackd (90 pm). Nasledné byly skladovany 6 mésict pii 5 °C (referencni), 25 °C (AMedP-1.11) a
40 °C (extrém).

Barva byla méfena pomoci spektrofotometru ColorFlex EZ (HunterLab, USA), kalibrace na
bilé/Cerné etalonové desky. Vystup L*, a*, b* a AE byla vypoctena jako eukleidovska vzdalenost v
prostoru CIELAB mezi hodnotami vzorki po skladovani (po 3. a 6. mésici) a vychozim stavem (0.
meésic). Vodni aktivita byla stanovena na pfistroji WaterLab (Steroglass, Italie) po ustaleni v uzaviené
komote; ¢as analyzy 520 min dle vzorku. Texturni analyza byla provedena pomoci TA.XTplus100
(Stable Micro Systems, UK) s kulovou sondou P/1S. Vzorky byly nakrajeny na krychle o velikosti
1x1x1 em; pro kazdou marinddu >10 replikati. Dvoukrokovéa komprese na 75 % vysky, interval 2 s,
pre-test 2,0 mm-s™, test 2,0 mm-s™', post-test 10,0 mm-s', trigger force 10 g. Z kiivek sila—Cas byla
v softwaru Exponent vypoétena TPA. Mastné kyseliny byly analyzovany jako methylestery (FAME)
na GC-FID s internim standardem heptadekanové kys. Separace na FAME koloné 30 m x 0,25 mm,
0,20 pm (Lion-GC FAME) na TRACE 1300 (Thermo) s vodikem jako nosnym plynem, kvantifikace
viii internimu standardu. Mikrobiologické analyzy byly provedeny podle CSN EN ISO 4833-1
(CPM), CSN ISO 21528-2 (Enterobacteriaceae), CSN ISO 21527-2 (kvasinky a plisn&) a CSN ISO
15213 (Clostridia). Obsah bilkovin byl stanoven Kjeldahlovou metodou dle CSN ISO 937, tuk
Soxhletovou extrakei dle CSN EN ISO 1443 a obsah soli dle CSN ISO 1841-1. Veskeré analyzy
makrozivin i mikrobiologické zkousky byly provedeny ve Vojenském veterinarnim ustavu v Hluéing.

Vysledky a diskuze

Lyofilizované marinované hovézi vykazovalo vysokou bilkovinnou denzitu a stfedni obsah
sodiku; po 3 mésicich pii 5 °C se sodik pohyboval ptiblizné¢ v rozmezi 0,79-1,16 g Na/100 g bez
podstatné zmeény slozeni. Energetickou hodnotu a obsah tuku bylo mozné fidit volbou marinady
(nejnizsi tuk M2, nejvyssi M4). Skladovaci teplota vyznamné ovlivnila lipidovy profil: PUFA/SFA
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6/n-3 byl nejnizsi pii 25 °C (1,35 + 1,28) a pti 40 °C se vracel smérem k hodnotam z 5 °C (2,37 +
1,45). Texturové ukazatele TPA prokazaly, Ze pruznost a z ni odvozena zvykatelnost jsou primarné
fizeny teplotou: vychozi stav a 5 °C si je zachovaly, zatimco 25-40 °C vedlo k vyraznému poklesu.
Tvrdost a gumovitost se liSily mezi marinddami a vykazovaly interakci se skladovanim (né&které
receptury lépe udrzely pevnost i pti 40 °C). Po 3 mésicich/5 °C byly barevné zmény minimalni (AE
v pasmu mélo az mirné postiehnutelné), zatimco 25-40 °C piineslo viditelnéjsi odchylky spojené s
poklesem L* a posunem a* a b* smérem k hnédnuti. Aktivita vody byla u vSech vzorkd hluboko pod
prahovymi hodnotami rustu béznych mikroorganismi, coz se potvrdilo i mikrobiologickym
vySetienim (CPM, Enterobacteriaceae, kvasinky/plisn€, sulfidogenni klostridia) po 3mésiénim
skladovani. Dle literatury je stanovena hranice aktivity vody na hodnotu 0,91 pro vétSinu
mikroorganismi a hranice 0,6 pro plisné, ktera nam fika, zda je bezpeéné potravinu konzumovat [2].

Zvyseni AE a pokles L* pfi 2540 °C odpovida redox pfeménam myoglobinu (OxyMb —
MetMb) a nizsi schopnosti udrzet redukovany stav pti teplém skladovani; tyto procesy jsou hlavnim
mechanistickym vysvétlenim hnédnuti masa [3]. Soucasné je dobife doloZena vzajemna vazba
lipidové a myoglobinové oxidace: reaktivni produkty lipidi podporuji tvorbu MetMb a urychluji
ztratu Cervené barvy, coz vysvétluje soubéh zhorSeni FA ukazatelll a barevnych posunti v teple [4].
Pokles pruznosti a zvykatelnosti je konzistentni s oxidaci a sitovanim proteind, které zhorsuji
mechanické vlastnosti svalovych struktur pfi skladovani a zpracovani [5]. Ve srovnani s konvekénim
suSenim vykazuje lyofilizace lepsi retenci barvy, struktury a zivin diky absenci vodné faze a nizkému
tepelnému zatizeni, coZ podporuji srovnavaci piehledy i novéjsi souhrny o vlivu parametrti procesu
na kvalitu [6]. V souhrnu tak literarni zdroje podporuji nase zjisténi, ze nizsi teplota skladovani a
bariérové podminky tlumi lipidovou/proteinovou oxidaci a barevnou degradaci a pomahaji udrzet
nutriéni i senzorické parametry lyofilizovaného masa.

Zavér

Lyofilizace u¢inné chrani nutri¢ni i senzorické parametry, avsak vysledna kvalita je citliva na
teplotu skladovani. Skladovani pii 5 °C nejlépe zachovalo bilkovinnou denzitu, pfiznivy lipidovy
profil, pruznost i barevnou stalost; volba marinady mize dale modifikovat pevnost a energetickou
hodnotu, nikoli vSak zvratit teplotné podminéné zmény. Na zaklad¢ téchto vysledkt Ize konstatovat,
ze lyofilizované hovézi je vhodnym kandidatem pro zatazeni jako alternativni zdroj bilkovin do
balenych potravinovych davek a zaroven piedstavuje relevantni alternativu k produktim suSenym
horkym vzduchem, které jsou jiz v BPDi pouzivany.
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Abstract

The cumulative amount of plastic waste world-wide has exceeded 6,3 billion tonnes [2]. Projections
indicate that, without intervention, by 2050 the average person may generate plastic waste with the mass
of a passenger car. The need for innovative solutions is therefore urgent. Pyrolysis—an oxygen-free
endothermic conversion—offers a pathway to transform LDPE (low-density polyethylene) into gases,
liquids, and solid residues. In practice, the process typically comprises both reaction and separation steps.
In this study, we focus on illustrative kinetic model simulations that can support an initial exploration of
operating conditions. The context draws on global data on the production, use, and fate of plastics [2].

We assembled a compact model under the assumption of random chain scission (random-scission),
reflecting that LDPE pyrolysis proceeds via random cleavage of the polymer backbone under anaerobic
conditions. We estimated the model parameters using synthetic data based on the literature and validated the
model a posteriori by comparison with a reference conversion curve, i.e. progressive scission toward more
volatile hydrocarbons. We then prepared what—if scenarios for the effects of temperature and residence
time on product distribution and constructed yield models (gas/liquid/solid residue). Conceptually, we
build on works discussing the kinetics of PE and the practical limitations of simplified models [1].

The baseline model reproduced the expected curve shapes and, on synthetic data, achieved an indicative
RMSE of ~ 0,038 and R? ~ 0,988 (coefficient of determination). The yield models confirmed intuitive
trends—an increasing gas fraction with increasing temperature and a shift in the liquid-fraction maximum
as a function of temperature and residence time. Given the simplifications, the result is intended
primarily for rapid orientation (to support operating-condition choices and discussion of temperature (7') —
residence-time (7) trade-offs) and does not address a detailed reaction network or downstream separation
operations.
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Figure 1: Measured and modeled data

The presented approach combines modeling, simulation, and parameter estimation into a lightweight
illustrative tool for early decision-making in plastic pyrolysis. In practice, it can complement a broader
process framework (reaction and separation) and, in the future, serve as a starting point for simple
optimization tasks aimed at stable and sustainable operation. As a next step, we plan to use experimental
data to refine the parameters and, as needed, extend the reaction scheme. We also plan to calibrate and
optimize the model with respect to the accuracy and uncertainty of the measurement.
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The aim of this work is to use data-driven process modeling to train a predictive model which
replaces a faulty sensor measuring concentration of recycled isobutane. The predictive model is
trained using data from an alkylation reactor at Slovnaft.

Alkylation is a chemical process where gasoline with a high octane number is produced.
Isobutane, which belongs to the group of isoparaffins, together with olefins enters the reactor. In the
reactor these light hydrocarbons react with a catalyst, in this case it is an acid. The resulting
products are mainly alkylate and unreacted isobutane, which is separated and recycled back to the
reactor [1].

In this work, we choose a data-driven approach to process modeling. Data-driven models are
easier to implement compared to mechanistic models and can better reflect the actual operating
conditions of the system, as they can be regularly updated. These models can predict process
behavior and, during sensor failure, estimate missing data based on other measurements [2].

The dataset used in this work consist of several variables related to the concentration of
isobutane. We use random indexing to split the data into training and testing subsets with an 80:20
ratio. Sensors with sudden value fluctuation, linear trends, malfunctioning, or otherwise irrelevant
to the output variable are removed. This way, we reduce the industrial dataset into a subset with
only four meaningful sensors (X1-4).

x1 vs x2
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x1 vs x4 .
X2vsx3 . s34,
x2vs x4
x3vs x4 ¥

‘*w;: B o J;w"‘;é)‘,‘-' {
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Figure 1: Chosen clusters highlighted on training dataset
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We use unsupervised clustering to detect different operating modes within the process. Data is
separated into clusters based on the density of measurement points between selected variables, as
shown in Figure 1.

For better model performance we detect and remove outliers form relevant variables , because
they can deform model process learning and lead to inaccurate predictions. The training dataset was
reduced from 8000 x 4 to 7203 x 4, and the testing dataset from 2000 x 4 to 1737 x 4. The same
outlier detection and removal procedure is applied to the selected cluster subsets.

We use linear regression (Ordinary Least Squares - OLS) and Gaussian Process Regression
(GPR) with two different kernels. RMSE value shows model accuracy, that means lower RMSE
equals better model performance and vice versa.

The GPR model with the Rational Quadratic kernel achieves the best performance providing the
most accurate predictions of the output. On the other hand, the linear model is one with the highest
RMSE. Clustered subsets show the same trend as the general approach. However, it is noticeable
that the OLS model fits the laboratory measurements on Cluster No.2 better than the original sensor
output (Figure 2) , which as we know is faulty. This makes us think that some of these
measurements might represent undetected outliers.
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Figure 2: OLS model for Cluster No.2 compared to output sensor

In the future we can try to investigate this unusual operational behavior observed in these data
clusters and compare it to available laboratory measurements. To verify our findings we will
implement anomaly detection methods.
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A typical refinery consists of multitude interconnected technological blocks with an extensive
network of liquid storage tanks. Although measurements of input and output flows to some of these
blocks and tank levels might be available, the precise flows to, from, and between individual
storage tanks are not necessarily directly metered. The goal of this work is to design a data
reconciliation system coupled to mass balance to calculate the incoming, interconnecting and
outflowing for product storage tanks in the Slovnaft refinery, an industrial partner.

We leverage historical data and fundamental physical laws to derive the necessary relationships
and introduce an optimization problem to determine the solution. We use the MATLAB
programming language for the preprocessing of large set of historical time series data of measured
quantities from the refinery. The preprocessing also involves selection of relevant physical
quantities and identifying outliers. The optimization problem is set as a mixed-integer quadratic
program. Finally, we developed a neural network model that mimics the rigorous solution and can
aid the operator and plant managers.

The approach led to a significant increase in the accuracy of tank inventory monitoring and
allowed for the quantification of previously unknown flows within the entire refinery system.
Consequently, the resulting model provides a valuable tool for the early detection of anomalies,
improvement of mass balance calculations, and real-time optimization of liquid inventory
management.

Keywords: Mass Balance, Data Reconciliation, Inventory Control
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Abstract

Exact determination of physical quantities is a key for reliable modelling within technical
process control. Many of such quantities e.g. substance concentration in a distillation column are
not directly measureable. For this purpose, we use soft-sensors. They predict unmeasured quantities
based on measured data and mathematical models.

For appropriate design of soft-sensors, we need to know empirical correlations and
dependencies between quantities. These are often published in scientific literature. A major issue is
that the correlations are scattered in multitude of research papers in the PDF form and frequently
available in unstructured LaTeX format. This seriously hinders their search, extraction, and reuse.

We developed an application that automates the process of finding relevant publications
according specified topic. It extracts mathematical formulas and converts them to structured and
executable Python code. Every single equation is transformed into Python code, which contains
calculation routines for particular variables with short description of their physical meaning.

The application is developed in Python and uses FastAPI framework for web interface. It allows
user to customise search parameters, provides suggestions for similar topics and keywords, displays
source PDF documents, and extracts mathematical formulas from them.

Designed solution is a tool for collecting and processing scientific knowledge. It helps with
more effective selection of empirical models and facilitates soft-sensors design and the control of

engineering processes.

Keywords

web application, LaTeX parsing, soft-sensors, formula extracting.
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Uvod

Bioplyn predstavuje strategické, nizkouhlikové palivo, ktoré je esencidlne pre diverzifikaciu
energetickych zdrojov a dosahovanie ciel'ov dekarbonizacie, s potencidlom na upravu na biometan.
Pre presné hodnotenie bioplynového potencialu (BMP) substratov v laboratornej praxi je kl'acovy
prechod od tradi¢nych, manudlnych metéd k automatizovanym monitorovacim systémom. Tieto
moderné pristupy eliminuju 'udsky faktor a poskytuju vyssiu granularitu dat, ale $pecializované
komercné referencné zariadenia predstavujii vysoku finanéni bariéru pre mnohé vyskumné a
vzdelavacie institacie. Tato ekonomickd nedostupnost’ spomaluje SirSiu implementaciu
Standardizovanych metdod. Ciel'om tejto prace, ktora vznikla v spolupraci Strojnickej fakulty a Fakulty
chemickej a potravinarskej technoldgie, bolo preto vyvinit’ otvorenu a nizkonaladovu platformu pre
kontinualne monitorovanie produkcie bioplynu, ¢im sa prekona tato ekonomicka bariéra a zabezpeci
sa pristupny ramec pre meranie.

Implementacia

Zakladom pre kontinudlne monitorovanie produkcie bioplynu je platforma, zalozena na
hydrostatickom principe vytlaku vody a vyuzivajica cloudovt konektivitu. Meranie funguje tak, ze
generovany bioplyn vytlaca kvapalinu v U-trubici, a vysledny posun hladiny je konvertovany na
tlakovy rozdiel, ktory snima diferencialny tlakovy snima¢. Mechanicka architektura je rieSena ako
dvojkomorovy systém: horna inkubacna komora s aktivnym miesanim a PID regulaciou teploty pre
udrzanie stabilnych mezofilnych podmienok, a spodnd meracia komora so $tyrmi paralelnymi
meracimi vetvami. Riadiaca stratégia je implementovanad prostrednictvom Styroch nezavislych
stavovych automatov, priCom cyklus zahifia akumuldciu plynu, automatické odvetranie a
kompenzaciu odparu automatickym dopliianim destilovanej vody peristaltickou pumpou. Data st v
surovej, nefiltrovanej forme odosielané do cloudovej platformy pre vizualizaciu v redlnom case a
naslednu metrologicku analyzu.

Vysledky a diskusia
Na overenie funkcionality a metrologickych charakteristik systému boli vykonané experimenty, pri
ktorych sa kontinualne meranie porovnavalo s tradi¢nou manualnou metoédou, priCom ako 'ahko

degradovatel'ny substrat bola pouzitd glukéza. KIi¢ovym zistenim z porovnavacich testov je
kvantifikdcia metodologického obmedzenia manudlnej metddy: diskrétne meranie viedlo k
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podhodnoteniu kone¢ného kumulativneho vyt'azku v priemere o 5.78% v porovnani s kontinualnou
integraciou. Tento rozdiel je primarne dosledkom eliminaénych chyb a strat plynu, ktoré st spdsobené
opakovanou manipuléciou s reaktorom a odtlakovanim reaktora. Vysoka granularita dat je zdsadna
pre robustnt identifikaciu kritickych kinetickych parametrov, ako je napriklad maximalna rychlost’
produkcie. Systém dosiahol metrologicky vykon porovnatelny s komerénymi referenénymi
zariadeniami, ¢o potvrdila vypocitana rozsirena neistota 3.09 ml pre typicky kumulativny objem 100
ml. K tomu prispela aj vysoka presnost’ regulacie teploty (Standardna odchylka = 0.019 °C) a
zanedbatelny dlhodoby drift nulovej linie (= 0.003 ml/h), ¢o garantuje stabilné podmienky merania.

Obr. 1 Navrh zariadenia v prostredi CAD softvéru.

Zaver

Vyvinuta, otvorena platforma uspesne riesi kI'icové metodologické obmedzenia tradiénych BMP
testov. Prinasa data s bezkonkuren¢nou ¢asovou granularitou, ktoré su nevyhnutné pre robustnit
kineticku analyzu. Platforma demons$truje meratelni vyhodu v presnosti a reprodukovatelnosti,
pri¢om empiricky kvantifikovala zavazni metodologicka chybu diskrétneho merania, ktoré vedie k
podhodnoteniu kone¢ného vytazku. Systém zaroven predstavuje radikalnu ekonomicku alternativu.
Tato cenova dostupnost’, spoloéne s otvorenou dokumentaciou, vyznamne podporuje globalnu
replikovatel'nost’ a Standardizaciu vyskumu. Buduce rozsirenie platformy zahfiia integraciu NDIR
senzorov pre analyzu zlozenia plynu (CH4/COz) pre kompletnii materialovi bilanciu v redlnom case
a implementéciu inteligentnej softvérovej autodiagnostiky a automatického fitovania kinetickych
modelov.
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Projekt vznikol s podporou agentiry KEGA, konkrétne vdaka projektu cislo 024STU-4/2023
ataktiez vd’aka Programu na podporu mladych vyskumnikov (zadkazka 1628) v podmienkach
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Introduction

Optimization represents a key tool for finding the best possible solutions to complex problems.
It enables making decisions that are safer, more environmentally friendly, and more cost-effective.
However, the formulation of an optimization task is often demanding—it requires a deep
understanding of the system, as well as precise definition of objectives and constraints. An even more
challenging step is translating the task into computational form and obtaining a feasible solution.

Recent advances in artificial intelligence, particularly Large Language Models (LLMs), which are
capable of understanding natural language and generating code or textual instructions with a high
degree of accuracy, have enabled new ways of automating complex tasks. Built upon the Transformer
architecture introduced by Vaswani et al., these models open up new possibilities for automating
optimization tasks by linking textual inputs with computational processes [1].

The aim of this project was to design and implement a multi-agent system capable of identify-
ing optimization problems from natural-language descriptions and translating them into executable
code. The implementation, using both Pydantic [5] and Pydantic Al [4], leverages agents based on
Large Language Models (LLMs) arranged within a cooperative architecture that automates the entire
optimization workflow and makes it accessible to a broader range of users. As noted by Sharma et
al., “LLM-based Al agents refined through instruction tuning and tool integration can autonomously
complete complex tasks without continuous human oversight” [2].

Experimental Section

The proposed system consists of three main agents: the Expert Agent, the Integration Agent, and
the Validation Agent, each with a clearly defined role within the architecture.
The Expert Agent interprets the input provided in natural language and transforms it into a for-
mal mathematical representation. It identifies decision variables, the objective function, constraints,
while also determining the nature of the optimization problem — whether it is linear, nonlinear, or
integer-based. If essential information is missing from the input, the Expert Agent actively asks
clarifying questions to obtain the necessary details and ensure a correct understanding of the opti-
mization problem. The Integration Agent then generates executable code using Pyomo, maintaining
full consistency with the structure of the reformulated problem through close collaboration with the
Expert Agent, which enhances the reliability of the results. The Validation Agent executes the gen-
erated code within a secure sandbox environment, verifies its correctness, and collects outputs such as
computation status, variable values, and the objective function value. The agents cooperate through
structured information exchange to ensure alignment across problem-solving stages. This collabora-
tive setup reflects recent findings showing that multi-agent architectures can dynamically share and
refine contextual knowledge to enhance reasoning quality and decision consistency [3].
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Results and Discussion

The Optimo framework was experimentally tested on several
representative optimization tasks to validate its functional-
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Figure 1: Expert — Integrator —
Validator pipeline process

Conclusion

The Optimo framework contributes to the development of assisted optimization and highlights the
potential of language models for specialized tasks and informed decision-making. Future research
will focus on extending the system to more practical applications, such as resource allocation, route
planning, PID controller tuning, and optimal control design.
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The project focuses on redesigning the registration and management system for the Student
Science Conference, which was originally developed using procedural PHP. Although the previous
system was functional, it lacked structure, flexibility, and scalability, and could only be maintained
by a single administrator, making collaboration and long-term development challenging. The goal
of this project was to modernize and restructure the system using the Laravel PHP framework,
creating a robust, maintainable, and user-friendly web application. Laravel, as a modern framework,
offers an expressive syntax and a well-organized MVC (Model-View-Controller) architecture that
ensures a clear separation of concerns, scalability, and maintainability. It integrates seamlessly with
Eloquent ORM for efficient database handling, Blade templating for reusable and consistent front-
end rendering, and a powerful routing and middleware system for managing access control and
application workflows. This architecture allows data management, presentation, and business logic
to remain modular, secure, and easily extendable for future enhancements.

The implemented system supports several key functionalities essential for the organization
of the conference. Users can register and manage their profiles, while university and high school
students can submit their contributions or posters directly through the platform. Each user is
assigned a specific role, such as administrator, editor, or reviewer, which determines their
permissions and access to various parts of the application. Editors can review and evaluate
submitted contributions, providing structured feedback to participants. The system manages both
initial and final sessions, including tools for creating and modifying the conference program. The
program integrates scheduling of contributions, creation of committees, and specification of session
partners and rooms.

An integrated results management module allows the entry of competition results and
awards, including both placements and special prizes. The platform also enables the export of data
into several widely used formats such as XLSX, PDF, and DOCX. Automatic generation of
diplomas and certificates is also supported. Furthermore, the application includes an API that
provides structured data about the program and results, allowing them to be dynamically displayed
on the official conference website. Additional features, such as automated email notifications and
reminders, ensure smooth communication between organizers, reviewers, and participants.

Overall, the redesigned system provides a complete, scalable, and maintainable solution for
managing all stages of the Student Science Conference. It streamlines user interaction, automates
repetitive administrative tasks, and ensures data consistency across the entire process, from
registration to publication of results.
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Uvod

Elektrochemické senzory predstavuju v sucasnosti klIuCovy nastroj v biomedicine,
environmentalnom monitorovani aj v priemyselnej kontrole kvality. Ich rozvoj tzko suvisi
s pokrokom v materidlovej chémii, najmi s vyuzivanim uhlikovych nanomateridlov, ktorych
jedinec¢né elektrické a chemické vlastnosti zvysuju citlivost’, selektivitu a stabilitu merani [1]. Jednou
z modernych metdéd vyroby senzorov je 3D tla¢, ktora umoziluje rychlu a presni vyrobu
prispdsobenych senzorovych Struktir s nizkymi nakladmi. Kombinacia 3D tla¢e s funkénymi
nanomaterialmi, ako st grafén oxid (GO), jeho redukovanad forma (rGO) & MoS., otvara nové
moznosti pre tvorbu vysoko citlivych elektrochemickych zariadeni [2].

Cielom prace je preskamat modifikdciu 3D tlaenych uhlikovych elektroéd pomocou 2D
materidlov a analyzovat’ ich elektrochemické spravanie. Pozornost’ je venovana rdznym technikdm
nanasania tenkych vrstiev GO a ich redukcii na rGO, ako aj vyuzitiu MoS: pre zleps$enie vodivosti.
Vyznam tejto prace spo¢iva v prepojeni modernych vyrobnych technologii s pokro¢ilymi materialmi,
¢o moze prispiet k vyvoju nizkondkladovych a prispdsobitelnych elektrochemickych senzorov
pre Siroké spektrum aplikacii.

Experimentalna ¢ast’

Elektrody boli vyrobené 3D tladou z komer¢ného filamentu Protopasta Conductive PLA, ktory
pozostava z kyseliny polymlie¢nej (PLA) a vodivych mnohostennych uhlikovych nanortrok
(MWCNT). Na aktivaciu povrchu bola pouzitd plazmova Gprava prostrednictvom atmosférickej
nizkoteplotnej plazmy s difuznym koplanarnym povrchovym bariérovym vybojom (DCSBD).
Vzorky boli vystavené pdsobeniu plazmy pocas 40 sekund. Prvym krokom bolo nanesenie zmesi
grafén oxidu (GO) a (NH4)2MoS4 na povrch elektrody, kde doslo k reakcii a nasledne k redukcii GO
na rGO. Tento postup bol vykonany s réznymi pomermi komponentov. Druhym krokom bola
chemicka redukcia GO pdsobenim par kyseliny jodovodikovej (HI) v pritomnosti Kyseliny
trifludroctovej. GO bol v tomto pripade naneseny na povrch elektrody a nasledne redukovany v parnej
faze. Na konci ako experiment sme vykonali elektrochemické nanaSanie a redukciu GO na elektrode
pomocou elektrochemickej depozicie/redukcie pomocou vonkajsieho zdroja napétia.

Na charakterizaciu upravenych povrchov boli pouzité cyklickda voltampérometria (CV),
Ramanova spektroskopia a EDS analyza, ktoré umoznili urcit’ zlozenie, Struktirne zmeny
a elektrochemické spravanie pripravenych elektrod.
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Vysledky a diskusia

Na zéaklade vysledkov CV mozno konstatovat’, ze najlepsie elektrochemické vlastnosti vykazoval
senzor modifikovany rGO, pripravenym chemickou redukciou pomocou par HI. Tato uprava viedla
k zretelnému zvySeniu oxidacno-redukénej aktivity v porovnani so vzorkami modifikovanymi
zmesou GO—(NHa4):MoS. alebo s elektrodou aktivovanou iba plazmou. ZlepSenie elektrochemickej
odozvy sa prejavilo zvysenim prudovych hodndt a lepSou symetriou redoxnych pikov, ¢o poukazuje
na efektivnej$i prenos elektronov a vyssiu reverzibilitu procesu. Dodato¢ny koneény experiment,
Vv ktorom sme sa pokusili naniest’ a zredukovat’ elektrochemicky GO, ukazal zaujimavy vysledok,
ktory poukazuje na kapacitné vlastnosti ziskaného materialu, ¢o vSak nebolo cielom naSej prace.
Tento experiment nam vsak ukazal mozné dalSie oblasti pouzitia elektréd. Na obr. 1 je mozné
pozorovat’ voltampérogramy jednotlivych typov elektrod, kde modifikacia rGO redukovaného HI
vykazuje najvyraznejsiu oxidaéno-redukénti odozvu.
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Obr. 1 Cyklické voltampérogramy 3D vytlacenych elektréd meranych v redoxnom medidatore [Fe(CN)6]3/*-
Zaver

Aktivaciou a modifikaciou povrchu 3D tlaenych uhlikovych elektrod je mozné vyrazne zlepSit’
ich elektrochemické vlastnosti. V tejto praci bolo overenych niekol’ko pristupov vratane plazmovej
aktivicie, nanaSania zmesi GO-(NHi):MoSs, chemickej redukcie GO pomocou HI
a elektrochemickej depozicie/redukcie GO. Z vysledkov CV vyplynulo, Ze najvyraznejsie zlepSenie
oxida¢no-redukénych vlastnosti vykazuje elektroda modifikovana rGO redukovanym HI, pricom
modifikacie GO-Mo0S; a plazmou aktivované elektrody vykazovali mensi efekt. Ramanova
spektroskopia potvrdila tvorbu Strukturdlne poruSenych grafénovych domén typickych pre rGO
a EDS analyza preukazala pritomnost’ molybdénu a siry pri GO-MoS. modifikaciach. A dodato¢ny
experiment ukazal, Ze elektrochemické nanasanie/redukcia GO predstavuju sl'ubny, ale v danej praci
nie Uplne efektivny pristup k vytvoreniu elektrochemicky aktivnych senzorov. Celkovo vysledky
demonstruji potencidl kombinacie 3D tlae a pouzitia 2D materidlov na zlepSenie citlivosti
a reverzibility uhlikovych senzorov a zdoraziuju potrebu optimalizacie procesov pri viacstuptiovych
modifikaciach.
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Uvod

V posledny desatroCiach sa do medicinskeho vyskumu zapéja coraz viac interdisciplinarnych
odborov, vratane tkanivového inzinierstva alebo regenera¢nej mediciny. Rozvoj takychto odborov
umoziuje vytvarat' biologické nahrady so schopnost'ou obnovit, udrziavat’ alebo zlepsit funkciu
prirodzenych tkaniv ¢i organov, a prekonavat’ tak ur¢ité obmedzenia doteraz pouzivanych metod
néhrady tkaniv - napr. riziko vyvolania imunitnej reakcie pacienta, odmietnutie transplantovaného
organu alebo prenos infekénej choroby [1].

Pre dant oblast medicinskeho vyskumu a aplikdcii sa vd’aka mechanicko-fyzikalnym a
biochemickym vlastnostiam stali zaujimavymi najmé biopolyméry na baze obnoviteI'nych zdrojov
surovin schopné biologickej degradacie in vivo. Dolezitym predpokladom takychto materidlov je ich
bezpeénost’ pre pouzitie v l'udskom tele [2]. Materialy musia spihat’ podmienky nizkej toxicity a
biokompatibility, ktoré si kontrolované Standardizovanymi testami vychadzajucimi z eurdpskej
normy ISO 10993 o biologickom hodnoteni zdravotnickych pomdcok — testami cytotoxicity,
genotoxicity, imunotoxicity, hemokompatibility, histokompatibility a d’al§imi [3].

Experimentalna ¢ast’

Experimentalna Cast’ prace bola zamerana na hodnotenie bunkovej linie 'udskych gingivalnych
fibroblastov (GF1) izolovanych z bukalnej sliznice dospelého Eloveka, pricom sa skimala ich
viabilita ~a schopnost proliferacie pri vystaveni polymérnym matriciam na baze
polyhydroxyalkanoatov (PHA). Na urcenie karyotypu GF1 buniek bola pouzita metéda konvenéného
farbenia chromozémov a metéda G-pruhovania.

Polymérna zmes na pripravu testovanych matric bola pripravena pouzitim dvojzavitovkového
vytlaGovacieho zariadenia (zn. Labtech, Thajsko), granulat bol spracovany na filament a vzorky
v tvare $tvorca boli vytlatené pomocou 3D-tlaciarne (zn. Prusa MK3). Kazda zo 4 vzoriek presla inou
upravou, ktorej cielom bolo zvysit” hydrofilnost’ povrchu a zlepsit’ adherenciu buniek.

Cytotoxicky efekt pripravenych biopolymérnych matric na viabilitu buniek sa hodnotil pomocou
agar-difizneho testu s pouzitim neutralnej ¢ervene ako vitalneho farbiva. Tento test bol doplneny
meranim pH agaru pomocou pH-metra s vpichovou sondou. Proliferacia a viabilita buniek na zaklade
metabolickej aktivity bunkovych mitochondrii bola hodnotena pomocou uskutoéneného MTS testu.

Vysledky a diskusia
Pre urcenie karyotypu biologického modelu gingivélnych fibroblastov sa ich bunkovy cyklus

zastavil na konci metafazy pomocou kolchicinu. Po lyze buniek a fixacii boli chromozémy
zvyraznené pouzitim roztoku Giemsa-Romanowski. V ramci karyotypizacie bolo hodnotenych 5
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metafdz po konvenénom farbeni a 8 po G-pruhovani. Zistilo sa, ze 'udské gingivalne fibroblasty
izolované z bukalnej sliznice dospelého ¢loveka pochadzali od darcu Zenského pohlavia s normalnym
karyotypom: 46, XX.

Na sledovanie viability GF1 buniek v pritomnosti testovanych polymérnych matric na baze PHA
bol uskuto¢neny agar-difizny test vychadzajici z normy ISO 10993-5, ktory je zalozeny na
schopnosti zivych buniek pinocytdzou prijimat’ a zadrziavat’ vitalne farbivo vo svojich lyzozémoch.
Pri toxickom vplyve materidlu na bunky dochadzalo k poskodeniu ich bunkovych membran
a uvolneniu farbiva. Pri vzorkach polymérnych matric ¢. 1, 3 a 4 bolo odfarbenie pozorované uz po
24 hod, pri pozorovani po 48 hod sa rozsirilo a pozorovalo sa aj pri vzorke ¢. 2. Zachytenie toxického
ucinku na bunky tak bolo v rdznej miere pozorované pri vsetkych testovanych vzorkach.

Ziskané vysledky boli overené meranim pH agaru v bezprostrednom okoli vzoriek. Po 24 hod
doslo k poklesu pH pri vzorkéach €. 1, 3 a 4. Pri vzorke ¢. 2 sa pokles pH nezaznamenal, ¢im sa
potvrdili aj ziskané vysledky agar-difuzneho testu, pri ktorom sa po 24 hod cytotoxicky efekt vzorky
na bunky nepreukazal.

Pri MTS teste sa hodnotila schopnost’ mitochondrialnych dehydrogenaz zivych buniek redukovat’
rozpustni sol’ 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-5-(3-karboxy-metoxyfenyl)-2-(4-sulfofenyl)-2H-
tetrazolium na fialovy formazanovy produkt. Jeho mnozstvo je priamo umerné poctu zivych buniek
a stanovovalo sa spektrofotometricky. Oproti negativnej kontrole boli pri jednotlivych vzorkach
cytotoxicky vplyv bol pozorovany pri vzorke ¢. 1 anaopak najlepsia schopnost’ proliferacie sa
zaznamenala pri vzorke €. 2 a 3.

Zaver

Uskutocnena praca bola zamerana na pripravu a testovanie 4 typov biopolymérnych matric
s r6znou povrchovou upravou. Ako biologicky model boli zvolené I'udské gingivalne fibroblasty.
Metodami karyotypizacie sa zistilo, ze pochadzali od darcu zenského pohlavia snormalnym
karyotypom. Vplyv biopolymérnych matric na viabilitu a proliferaciu GF1 buniek sa hodnotil agar-
difiznym testom a MTS testom.

Pri agar-difiznom teste bol cytotoxicky u€inok vzoriek na bunky pozorovany ako odfarbena zoéna
v okoli buniek a po 24 hod testu sa prejavil pri vzorkach €. 1, 3 a 4. Pri vzorke €. 2 doslo k vzniku
tenkej odfarbenej zony az po 48 hod experimentu. Vysledky boli overené aj pomocou merania pH
agaru v tesnej blizkosti vzoriek. Na zéklade vysledkov MTS testu mozno konStatovat’, ze schopnost’
proliferacie si bunky kultivované pri jednotlivych vzorkdch zachovali, avSak v porovnani
s negativnou kontrolou doslo k poklesu tejto schopnosti.

Ziskané vysledky prispeli k $tidiu biokompatibility pripravenych polymérnych zmesi pre
praktické aplikacie v tkanivovom inZinierstve.
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Abstrakt

Konzistencia/koncentracia vlakninovej suspenzie patri medzi zékladné technologické veliciny,
ktoré maju zdsadny vplyv na stabilitu a kvalitu vyroby papiera. Predstavuje hmotnostny podiel suSiny
v papierovine. V praxi sa Casto ukazuje, ze zmena konzistencie uz o niekol’ko desatin percenta sa
prejavi na kvalite vyroby aj na spravani suspenzie buniciny pocas spracovania.

Ciel'om mojej prace bolo analyzovat’ a optimalizovat’ systém regulacie konzistencie papieroviny
a overit, ¢i namerané hodnoty z laboratornych merani koreSpondujt s udajmi, ktoré boli zaznamenané
online konzistometrom. Presnd a stabilnd konzistencia je totiz kl'icova pre spravne riadenie
procesov — od mletia cez formovanie az po koneéné vlastnosti papiera.

Vysledky potvrdili, ze aj malé odchylky v merani m6zu mat’ vplyv na kvalitu a stabilitu procesu.
Preto je dolezité pravidelne kalibrovat’ senzory a optimalizovat’ regulacny systém. V sicasnosti sa
oblast’ regulacie konzistencie posuva k inteligentnym rieSeniam, ktoré vyuzivaju prediktivne
algoritmy, datovu analyzu a prepojenie s QCS systémom, ¢o umoziuje predchadzat’ odchylkam este
predtym, nez sa prejavia na vystupe.

Celkovo mozno povedat’, ze presné a stabilné meranie konzistencie je nevyhnutnou podmienkou
pre efektivnu a kvalitnii vyrobu papiera, pricom kombinacia klasickych a modernych metdd prinasa
najlepsie vysledky.
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Uvod

Tato prace se zabyva aktualnim tématem udrzitelnosti obalovych materialli, zejména moznostmi
nahrady plastovych oball papirovymi alternativami s povrchovou impregnaci, které jsou
na omezeni plastového odpadu a s ohledem na nové evropské nafizeni o obalech a obalovych
odpadech — PPWR (Packaging and Packaging Waste Regulation, 2025/40), které vstoupilo v platnost
v roce 2025, roste potieba hledat atestovat materidly sphiujici ptisné pozadavky na recyklovatelnost,
bezpecnost a funkcnost.

Teoreticka ¢ast

V teoretické Casti prace je nejprve popsana problematika soucasného vyuzivani plastii a papiru
V obalovém primyslu a jejich zdkladni fyzikaIné-chemické vlastnosti. Déle jsou rozebrany principy
impregnace a laminace papiru, které umoziiuji zlepsit bariérové vlastnosti papirovych obald vici
vlhkosti, mastnoté a plynim, a tim je uCinit vhodnymi i pro potravinaiské ucely. Tato Cast rovnéz
shrnuje rizika spojend s pouzivanim plastl, zejména migraci potencialn®é nebezpeénych latek
do potravin, vyskyt mikroplastii v Zivotnim prostfedi a mozné zdravotni dopady, jako jsou endokrinni
poruchy ¢i kumulace cizorodych latek v organismu.
Dale se prace zam&fuje na environmentilni hodnoceni Zvotniho cyklu obalu (LCA - Life Cycle
Assessment) ana porovnani ekologické zitéze rtiznych materiald v pribéhu jejich vyroby, pouzivani
a likvidace. U papirovych obali je zdiraznéna jejich recyklovatelnost a biologickd rozlozitelnost,
u plastd pak energeticka narocnost vyroby a obtizna degradace. Zohlednény jsou rovnéz legislativni
aspekty nového nafizeni PPWR, které stanovuje povinnost vyuzivat recyklované materialy, omezovat
pouzivani jednorazovych plasti a zaji§t'ovat snadnou separaci slozek vicevrstvych obald [1].

Experimentalni ¢ast
Experimentalni Cast prace byla zaméfena na praktické porovnani funkénich vlastnosti tfi typu
jogurtovych kelimk:

* plastového kelimku (polypropylen, PP),
* advou papirovych kelimkt (sulfitovy papir s tenkou vrstvou polyetylenu, PE).

Natéchto vzorcich byly provedeny testy urcujici ploSnou hmotnost materidlu, mnozstvi nanesené
polymerni folie, propustnost obalu pro vlhkost, silu nutnou k deformaci a odolnost pii padu. Méfeni
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probihala za riznych podminek (chladirenské, tropické a suché prostiedi) a zahrnovala iexperimenty
s rozdilnym obsahem naplné (voda, desikant).

Vysledky a diskuze

Vysledky ukézaly, Ze papirové kelimky maji o 70 — 80 % nizsi ploSnou hmotnost plastu
nez kelimek plastovy, ¢imz vyzmamné snizuji mnozstvi pouzittho neobnovitelného materialu.
Zaroven vsak disponuji vyssi celkovou tloustkou a plosnou hmotnosti, coz miize zvySovat spotiebu
suroviny a vyrobni naklady. Pfi testech propustnosti bylo zisténo, Ze celoplastovy kelimek poskytuje
vyrazné lepsi bariérovou ochranu proti vihkosti nez papirové obaly, ato zejména pii vysSich teplotach
a relativni vlhkosti. Rozdil mezi propustnosti papirovych a plastovych kelimkti dosahoval
Vv extrémnich podminkéch az 75nasobku.

Naopak pfi testovani mechanické pevnosti vykazovaly papirové obaly vyssi odolnost vici
statickému tlaku, coz lze pfiCist jejich vicevrstvé struktuie apevnéjSimu dnu. Pfi padovych zkouskach
zaviselo na testované poloze kelimkd a vysledky se v riznych pokusech lisily.

Z pohledu udrzitelnosti a environmentalniho dopadu lze konstatovat, Ze papirové obaly
predstavuji z ekologického hlediska vhodnéjSi feSeni, zejména diky jejich ptivodu z obnovitelnych
zdroji a snadngj§i recyklaci. Presto vSak impregnace papiru syntetickymi polymery, které zajist'uji
potiebnou bariérovou funkci, ¢astecné snizuje jejich ekologickou hodnotu a komplikuje nasledné
zpracovani odpadu.

Zavér

V zavéreéné Casti prace jsou vysledky shrnuty a diskutovany ve vztahu k pozadavkim evropské
legislativy a trendim udrzitelného obalového hospodaistvi. Zavér prace konstatuje, Ze impregno vané
papirové obaly mohou byt Zivotaschopnou alternativou k plastovym, zejména tam, kde nejsou
kladeny extrémni naroky na nepropustnost vici vodni pafe ¢i plynim. Pro jejich SiSi uplatnéni
je viak nezbytné dale vyvijet nové typy ekologickych impregnaénich latek (napf. na bazi
biopolymertt — PLA, PHB, chitosanu ¢i proteind), které by zajistily dostate¢nou funkénost a zaroven
umoznily snadnou recyklaci nebo kompostovani obalu [2].

Celkové lze konstatovat, ze vysledky této prace pfispivaji k hlub§imu pochopeni vztahu mezi
ekologickou udrzitelnosti a funkéni u€innosti obalovych materiald, a mohou tak poslouzit jako
prakticky podklad pro vyrobce, vyvojare iregulatory v oblasti potravinaiskych obald.
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Drevo je jednym z najdélezitejSich surovinovych zdrojov, ktory je vyuZivany v rdznych
priemyselnych odvetviach. Pri spracovani dreva vznika vel'ké mnoZzstvo vedlajsich produktov, ktoré
sa Castokrat likviduji spalovanim. Vel’kl ¢ast’ tychto vedlajsich produktov tvori kéra, ktord by mohla
byt’ najskor zhodnotend vd’aka vysokému obsahu extraktivnych latok. Vhodne ziskané extrakty majd
potencialne vyuZitie v potravinarstve, farmacii ¢i kozmetike [1].

Tato praca sa venuje charakterizacii hlboko eutektickych rozpustadiel (DES) a extrakcii
bioaktivnych latok zjedlovej kory pomocou planovaného experimentu (DoE). V ziskanych
extraktoch bol stanoveny celkovy obsah fenolickych zlugenin a antioxida¢nd aktivita [1-3].

Porovnavacim rozpustadlom bolo polarne aprotické rozpustadlo — cyrén. Extrakcia pomocou
cyrénu prebehla taktieZ pomocou planovaného experimentu pri rovnakych podmienkach. Vyhodou
obidvoch spomenutych typov zelenych rozptstadiel je ich biokompatibilita a nizka toxicita, vd’aka
¢omu predstavuju Setrnu alternativu k bezne pouzivanym organickym rozpuastadlam [4].

Experimentalna ¢ast’

Boli pripravené dva typy DES v troch molarnych pomeroch. Prvym typom DES bola zmes
xylitolu a glycerolu v pomeroch 1:1, 1:3 a 1:5. Druhym typom DES bola zmes glukozy a kyseliny
mlieénej v pomeroch 1:1,5, 1:3 a1l:5. Zmesi boli mieSané a zohrievané pri teplote 95 °C pre
xylitol/glycerol a 80°C pre glukézu/kyselinu mlie¢nu priblizne 30 min az do vzniku &irej homogénnej
kvapaliny.

V rémci charakterizécie DES aj rozptstadla - cyrénu bola stanovena zavislost’ hustoty od teploty,
index lomu a vodivost. Pomocou normy TAPPI 204 cm-97, ktora je zalozena na pouziti Soxhletovej
aparatry bola charakterizovana vzorka jedlovej kory. Rozpustadlom bola v tomto pripade zmes
etanolu s benzénom v pomere 1:2. Druhou porovnavajicou normou bola NREL TP-510-42619, kde
bola na charakterizaciu vzorky pouzitd urychlend rozpastadlova extrakcia (ASE), kde ako
rozpustadla boli pouzité voda a nasledne etanol.

Z literarnej reSerSe pre systémy DES bol zostaveny planovany experiment. Na zaklade 2-
troviiového 5-faktorového experimentu bolo pripravenych 13 experimentov, ktoré slazili
na optimalizaciu extrakéného postupu. Sledovanymi parametrami bola teplota (30°C — 100°C) a ¢as
(60 — 180 min).

Zaver

Ziskané vysledky naznacuju, ze pripravené DES predstavuju efektivnu a ekologicku alternativu
ku tradi¢nym rozpustadlam. Z vysledkov taktiez mozno ustdit’, Ze spravna vol'ba DES a extrakéné
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podmienky maju velky vplyv na ucinnost extrakcie. Ich optimalizacia by zabezpecila vysSie

vyt'aznosti latok, ktoré by mohli byt’ neskor skimané najma pre svoje antioxidaéné ucinky.
Extrakty, ktoré boli pripravené pomocou cyrénu, dosahovali vytaznost porovnatelnu,

v niektorych pripadoch vyssiu ako pri uréitych typoch DES. Dal§im predmetom skiimania bude

stanovenie celkového obsahu fenolickych latok a antioxida¢nd aktivita ziskanych extraktov.
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V sucasnej dobe listnaté dreviny maji obrovské priemyselné vyuzitie. Mozu byt ako zdroj
energie, surovina pre priemysel alebo ako material v stavebnictve. Podstatnu ¢ast’ stromu tvori kora,
ktora je vyznamnym zdrojom bioaktivnych zlucenin. Jej spravnym spracovanim mozno ziskat’ Siroké
spektrum bioaktivnych zlucenin, ktoré nachadzaju uplatnenie v roznych priemyselnych odvetviach
od farmdcie az po vyrobu biologicky odburatenych materidlov

Tato praca sa zaobera izolaciou cennych bioaktivnych zluc¢enin z kory duba letného s vyuzitim
hlboko eutektickych rozpustadiel (DES) na zaklade planovaného experimentu. V ramci
experimentov sa skumali r6zne typy DES pripravené z kombindcii cholin chloridu s glycerolom alebo
etylénglykolom v réznych molarnych pomeroch. Hodnotil sa ich vplyv na antioxida¢nu aktivitu a
obsah celkovych fenolovych zlucenin extrahovanych z kory. Na porovnanie sa pouzila metdda
urychlenej extrakcie rozpustadlom (ASE) s pouzitim dvojzlozkového rozpustadla-dimetylsulfoxid
(DMSO) a tetrachlometan (CCl,) v pomere 1:1. Extrakcia pomocou ASE bola vykonana na zaklade
planovaného experimentu. [1-3].

Experimentalna ¢ast’

Boli pripravene dva typy DES. Prvy typ bol zlozeny z cholin chloridu a glycerinu (d’alej ako
ChCl/Gly) a druhy z kombinacie cholin chloridu a etylénglykolu (dalej ako ChCl/Etgly). Kazda z
vybranych DES bola pripravena v troch molarnych pomeroch. Pre DES ChCl/Gly — 1:1, 1:3, 1:5 a pre
DES ChCl/Etgly — 1:1,5, 1:3, 1:5. Zmesi boli za stdleho mieSania zahrievané v rozsahu tepldt 50-80
°C az do vzniknutia homogénnej kvapaliny.

Pre metodu ASE bolo pouzité dvojzlozkové rozpustadlo DMSO a CCls v objemovom pomere 1:1.
Zlozky tohto rozpustadla maju réznu polaritu a preto by mali poskytnut’ lepSie vytazky SirSicho
spektra extraktivnych latok.

Pre kazdu DES bola stanovena hustota v zavislosti od teploty, vodivost’ a index lomu. Celkovy
obsah extraktivnych latok bol stanoveny normovanymi metdédami pre porovnanie efektivnosti a
vytaznosti z inymi extrakénymi technikami. Pouzivali sme Soxhletovi extrakciu na zaklade normy
TAPPI 204 cm-97 a urychlent extrakciu rozpustadlom ASE podl'a normy NREL TP-510-42619.

Na zaklade literarnej reSerSe bol navrhnuty 2-uroviiovy a 5-faktorovy planovany experiment
nastaveny s cielom maximalneho vytazku pre rdzne extrakéné techniky. Hlavnymi sledovanymi
parametrami boli teplota a Cas extrakcie. Pre extrakciu DES bol rozsah teplot 30-100°C, rozsah
trvania extrakcie 60-180 min. Pre extrakciu ASE bol rozsah teplot 40-100°C, rozsah trvania extrakcie
10-60 min. Pre extrakciu pomocou DES sa pouzili plastové skimavky do ktorych sa navazilo dané
mnozstvo rozpustadla DES a vzorky v pomere 1:10. Samotna extrakcia prebiehala vo vopred
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vyhriatej suSiarni na rotacnom mieSadle. Extrakcia metédou ASE sa uskutoénila na pristroji DIONEX
350 za zvySeného tlaku 10,34 MPa.

Vysledky a diskusia

V ramci tejto prace sa skimala G¢innost’ DES pri extrakcii bioaktivnych latok z dubovej kory a ich
porovnanie s metodou ASE. Ziskané vysledky ukazali, ze DES poskytovali podobnu vytaznost’ ako
organické rozpustadla, avSak pri nizSich teplotach a bez pouzitia toxickych latok, ¢o predstavuje
ekologickejsi pristup. Na zaklade ziskanych hodndt z planovanych experimentov sa dali navrhnat
optimalne podmienky pre ziskanie ¢o najlepsich vysledkov vytaznosti.

Najvyssiu ucinnost’ vykazovali DES zalozené na kombinacii cholin chloridu a etylénglykolu,
zatial’ ¢o rozpustadla s glycerolom poskytovali niz§i obsah extrahovanych zlucenin. Zistilo sa, ze
zvySovanie teploty a predlzovanie extrakéného Casu pri extrakcii pomocou DES vedie k vyssiemu
obsahu fenolickych zlu€enin aj k zvySenej antioxida¢nej aktivite v pripade DES. Hodnoty celkového
obsahu fenolov a antioxidacnej aktivity boli v porovnani s literdrnymi tidajmi vel'mi priaznivé, pricom
pouzité DES dosiahli porovnatel'nt alebo aj vys$iu G¢innost’ nez tradi¢né rozpustadla.

Extrakty pripravené na zaklade zmesi rozpustadiel DMSO/CCI4 poskytuji porovnatel'né hodnoty
vytazkov, ale na rozdiel od DES su toxické a metdda je energeticky naro¢nejsia.

Zaver

Celkovo mozno povedat’, ze DES predstavuju vhodnejsiu a environmentalne $etrnejsiu alternativu
pre extrakciu bioaktivnych latok z drevnej biomasy. Vyberom spravneho rozpustadla a podmienok
extrakcie sa da dosiahnut' pomerne vysoka vytaznost a ¢o najviac eliminovat’ dodatocné upravy
vzoriek pre d’alSie pouzitie.

Dalii vyskum a podrobnejsia analyza ziskanych extraktov mozu mat’ vyznamny prinos pre iroké
spektrum praktickych aplikacii. KI'icovym krokom do budicna je identifikacia a oddelenie
jednotlivych extraktivnych zloziek. V tejto praci planujeme dodatocné stanovit antioxidacni aktivitu
a celkovy obsah fenolickych zluc¢enin pre extrakty pripravené metédou ASE.

Téma ma vysoku aktualnost’, pretoZze umoziuje vyuzit dubovi koru nielen ako odpadovy material,
ale aj ako cenny zdroj biologicky aktivnych latok s potencidlom vyuzitia v medicine, farmacii ¢i
kozmetike.
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V obalovom priemysle rasti poziadavky na ekologicky udrzatel'né materialy, ¢o vedie k vyskumu
moznosti zlepSenia vlastnosti papiera, aby dokazal nahradzat plastové obaly. Jednou z jeho
obmedzujucich vlastnosti je nizka elasticita, ktora ovplyviluje tvarovatelnost’ a pevnost’ papierovych
vyrobkov [1].

ZlepSenie roztaznosti papiera mozno dosiahnut mechanickymi alebo chemickymi upravami
vlakien, priCom coraz vicsiu pozornost’ ziskavaju prirodné polyméry s biodegradovatelnymi
vlastnostami [2]. Zelatina ako protein Zivo&igneho pévodu predstavuje zaujimavé aditivum, ktoré
vd’aka schopnosti tvorit' vodikové vézby s celulézovymi vldknami moze ovplyvnit’ pevnostné a
elastické vlastnosti papiera.

Ciel'om prace bolo preskumat’ vplyv pridavku Zelatiny do papieroviny na mechanické vlastnosti
laboratorne vyrobenych harkov.

Experimentalna cast’

Na experimenty bola pouzita bielend dlhovlaknitd sulfatova buni¢ina RM 8495. Po rozvlakneni
bola mletd na stupne mletia: 20 °SR, 30 °SR a 40 °SR. Ako aditivum bola zvolena Zelatina typu
A z prasacej koze s gélovou silou 300, ktora sa hodinu napuciavala vo vode a nasledne v nej bola
rozpustena pri 45 °C. Roztok Zelatiny bol do papieroviny priddvany v mnozstvach 5 %, 10 %, 20 %
a 30 % vztiahnutych na hmotnost’ absolutne suchej buniciny.

Po homogenizacii suspenzie sa formovali laboratorne harky podla normy ISO 5269- 1[3],
lisované a susené pri 30 °C bez napinania, aby sa umoznilo vol'né zmr$tovanie papiera. Mechanické
vlastnosti sa merali podla normy ISO 1924-2 [4] na pristroji INSTRON 3365 pri konstantnej
rychlosti predlZzovania 20 mm-min .

Boli sledované aj fyzikalno-chemické parametre suspenzie, ako Zeta potencial a hodnota WRV,
ktoré charakterizuju povrchové interakcie vlakien a Zelatiny a schopnost’ vlékien viazat’ vodu [5].

Vysledky a diskusia

Pridavok zelatiny vyznamne ovplyvnil povrchové aj mechanické vlastnosti vlakien. Hodnoty Zeta
potencidlu sa so zvySujucim obsahom zelatiny stali menej zaporné, ¢o potvrdzuje véizbu kladne
nabitych molekul zelatiny na zaporne nabité celulozové vlakna. Hodnoty WRYV sa znizovali, zelatina
pravdepodobne obsadila miesta, kde by sa bola schopna naviazat’ voda.

7 hradiska mechanickych vlastnosti sa pozorovalo zvysenie relativneho predizenia. Najvyssie
zlepSenie, narast roztaznosti o 2,7 %, bolo zaznamenané pri mleti na 20 °SR s pridavkom Zelatiny
10 %. Vyssie koncentracie uz nepriniesli d’alSie zlepsSenie, ¢o stvisi s presytenim vlaknitej Struktary.
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Praca potvrdila, ze zelatina pdsobi ako kompatibilné prirodné aditivum, ktoré zlepSuje
deformacné spravanie papiera bez negativneho vplyvu na jeho pevnost.

Zaver

Pridavok Zelatiny do papieroviny predstavuje jednoduchy a ekologicky prijatelny spdsob
zlepSenia elastickych vlastnosti papiera. Optimalny efekt bol pozorovany pri koncentracii 10 %
7elatiny a mleti buniginy na 20 °SR, &o viedlo k zvySeniu relativneho prediZenia o 2,7 %. Vyssie
davky nepriniesli d’alSie vyznamné zlepSenie, ¢o naznacuje limit interakcie Zelatiny s vlaknami.

Vysledky potvrdzuju potencial Zelatiny ako prirodného polyméru vhodného pre zvySenie
funkénych a spracovatel'skych vlastnosti papiera v obalovom priemysle.
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Predmetom komplexného reStauratorského zasahu bol rukopis pisany Zelezogalovym
atramentom. Knizny blok pozostaval z ruéného papiera a bol opatreny makkym textilnym prebalom.
Rukopis je Knihou lekarskych rad, nie je datovany ani signovany autorom, avsak na zaklade rozboru
pisma bol uréeny jeho vznik v 18. storo¢i.

Objekt sa nachadzal v kritickom stave, nespravnym uloZenim a manipulaciou doslo k vyraznému
mechanickému pokodeniu. Dal§im vyraznym faktorom bola absencia hlavnych ochrannych prvkov.
Sitie knizného bloku svojou chaotickou 3truktirou neplnilo funkciu a objekt skor pogkodzovalo.
Absencia pevnych kniznych dosiek prispela k havarijnému stavu objektu. Dal§im typom poskodenia
je chemicka nestabilita, v dosledku pritomnosti Zelezogalovych atramentov, ktorych sa v rukopise
nachadza niekol’ko typov v réznych fazach degradacie. Majt korozivny vplyv na podlozku a zaroven
svojim zlozenim negativne vplyvaju na pH papierovej podlozky.

V ramci prieskumu pamiatky prebehla mikrobiologicka analyza, prieskum stability zdéznamovych
prostriedkov, meranie pH papierovej podlozky a bathofenantrolinovy test na pritomnost Fe?*
v zaznamovych prostriedkoch. Vysledky prieskumu viedli k presnejSej identifikacii materialov,
poskodenia a jeho rozsahu, definicii rizik do budicna a presnej§iemu navrhu restauratorského zasahu.
V ramci zasahu bol oddeleny pokryv z knihy (platenny prebal), nasledne demontované §itie knizného
bloku. Prebehlo &istenie papierovej podlozky suchou a mokrou cestou. Pocas mokrych procesov
doslo k vyplaveniu Fe?* a kyslych zloziek zo $truktiry papiera. Taktiez prebehlo osetrenie papieru
v obohatenej vode (demineralizovana voda obohatena o iony Mg?* a Ca?*), neutralizacia papierove;
podlozky a zanesenie alkalickej rezervy do papierovej podlozky. Dalsim krokom bolo doplnenie strat
papierovej podlozky pomocou papierovej suspenzie a Vyspravenie trhlin a mensich defektov
pomocou japonského papiera roznych gramazi.

Textilny prebal bol vyéisteny suchou cestou, ¢o sa ukazalo ako nedostato¢né, a z objektu sa stale
uvolnoval prachovy depozit. Bolo pristupené k mokrému ¢isteniu textilie. Objekt bol vlozeny medzi
filtra¢né papiere presytené demineralizovanou vodou. Prevlh¢enim textilie dochadzalo postupne
K uvolneniu nedistot. Praca prebiehala na stole s regulovatelnym odtahom, ktory vyrazne zvySoval
efektivitu Cistenia. Pouzitim odsavacieho stolu doslo k zamedzeniu neZiaduceho efektu
,,prania“ textilie, zmene formatu a deformdcii tvaru.

Po kompletizacii knizného bloku bola navrhnuta Struktira konzervaéného charakteru na mieru
objektu. Knizny blok bol usity bez vdzov na pét’ retiazkovych stehov a dva zaposivacie stehy. Po usiti
boli k bloku pripevnené lepenkové knizné dosky (bola pouzita lepenka Boxboard 0,9 mm) pomocou
anovej nite. Rozdelenim tychto krokov je mozné dosky z bloku odstranit’ neinvazivne t. j. bez zasahu
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do Struktary Sitia bloku. Textilny prebal bol lokalne vyspraveny krepelinou a adjustovany na mékké
lepenkové dosky (lepenka Alphacell 0,5 mm). Fixacia textilného prebalu k lepenkam bola
vyhotovena bez pouzitia lepidla, prisitim platna k lepenkovej doske kratkym stehom. Tymto
sa docielila vyborna dekonzervovatelnost’, len jednoduchym prestrihnutim niti prisitia. Hlavnym
komponentom, ktory spojil textilny pokryv s celym objektom, su magnety. Boli aplikované na knizné
dosky a lepenku s textilnym pokryvom. Poly magnetov st koncipované tak, aby nebolo mozné
nasadit’ pokryv na vézbu nespravne (prednti dosku na zadnt stranu a naopak). Tato skladba umoziuje
spojenie bloku s textilnym pokryvom, av$ak aj manipulaciu s objektom bez neho.

Pre cely objekt bola vyhotovena priesvitna obalka z polyesterovej folie Melinex a ochranny box
na mieru. Tieto prvky st jednym z najddlezitejSich preventivnych ochrannych opatreni knihy.

Restauratorsky zasah zaistil objektu chemicku stabilizaciu, a taktiez navratil funkénost’ a moznost’
bezpe¢nej manipulacie, pricom zachovava podstatu mékkej vdzby, bez pouzitia lepidla, navracia
povodné prvky (textilny prebal), ktoré tvoria klI'icovy autenticky vzhl'ad objektu, a zaroven prinasa
nové rieSenie snimatelného pokryvu. Restauratorsky zasah na knihe lekarskych rad uplatiiuje
arozvija moderné metddy v reStaurovani a hladanim inovativnych rieSeni zaistuje ochranu
historickej hodnoty na najvyssej moznej urovni.

Prace prebehli v akademickom roku 2024/2025 v ramci bakalarskej prace. Prace viedol
MgA. Ivan Kopacik DiS., Ateliér restaurovania papieru, kniznej vazby a dokumentov, Fakulta
restaurovania Univerzity Pardubice.
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Uvod

Jednorazové elektrochemické senzory pripravené sietotlatou pozname ako trojelektrodovy
systém (screen-printed carbon electrodes — SPCE) pozostavajuci z uhlika ako pracovnej elektrody
a tak isto protielektrody s pseudoreferencnou elektrodou na baze striebra [1]. Biochar je uhlikata latka
pripravovana procesom pyrolyzy akejkol'vek latky obsahujucej biomasu v nepritomnosti kyslika.
Fyzikalno-chemické vlastnosti biocharu su najviac ovplyvnené typom biomasy, teplotou pyrolyzy
a sposobom aktivacie. Relativne jednoducha priprava biocharu, mozna kontrola jeho fyzikalno-
chemickych vlastnosti podmienkami pyrolyzy, a taktiez jeho vlastnosti ako vysoky S$pecificky
povrch, elektricka vodivost’, vysoka porozita a pritomné funkéné skupiny z neho robia zaujimavy
alternativny material k uhlikovym materidlom typu grafit a sadze [2]. Sarkozin, ktory méZeme poznat’
pod nazvom N-metylglycin s chemickym vzorcom CH3NHCH>COOH mozeme charakterizovat’
ako neproteinogénnu aminokyselinu [3].

V praci sa skumal vplyv aktivacie na elektrochemické vlastnosti tlaéenych biocharovych
elektrod , ktoré boli po modifikacii enzymom sarkozin oxidazou pouZité ako biosenzory na detekciu
biomarkeru sarkozinu.

Experimentalna ¢ast’

Biosenzory boli pripravované pomocou manualneho siet'otlatového stroja pouzitim sita
s lineattirou 71 vlakien-cm™ na keramicky substrat (Al,O3). Prvii vrstvu sme nanaSali komeréné
striebro, druhou vrstvou bol komerény uhlik a nasledne sme ich pretlaéili vrstvou izolacie. Nasledne
sme tieto biosenzory modifikovali nami pripravenymi siet'otlaCovymi disperziami, ktoré boli
zalozené na trojzlozkovom systéme obsahujucom uhlikové Castice (biochar, pripraveny v spolupraci
50 SAV, a to zo Supiek zemiakov a mrkvy v pomere 4:1 procesom pyrolyzy pri 1 000 °C, alebo zmes
biochar/grafit), polymérne spojivo (etylceluldza) a organické rozpustadlo (terpineol). Nasledovala
aktivacia pomocou metddy cyklickej voltampérometrie (CV), kde nami pripravovana elektroda
spiiiala funkciu pracovnej elektrody a to pri nasledovnych podmienkach. Ako elektrolyt sa pouzil
0,5 M roztok NaOH, v rozsahu 100 pA — 10 mA, skenovacej rychlosti 0,1 V-s-1, potencidlom okne -
2 — 2 Vapocte skenov 20. K poslednym krokom patrila detekcia sarkozinu, ktora prebiehala
na 100 % biocharovej a 100 % grafitovej elektrode pomocou CV, pri podmienkach potencidlového
rozsahu +0,1 Vdo — 1,0 Vvs. Ag/AgCl (3 mol-dm®) pri rychlosti polarizacie 0,1 V-s
prostrednictvom enzymu sarkozin oxidaza.
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Vysledky a diskusia

Pouzitim CV v prostredi 0,1 mM [Fe(CN)g]** sme zaznamenali voltampérogram prezentujuci
vysledky elektricky aktivovanych elektrod. Pozorovali sme zvysenu elektrochemickt aktivitu,
zretel'ne zvySenie pridovych hodnét aj ostrejSie prejavy oxidaénych a redoxnych pikov, z ¢oho
predpokladame, ze doslo k zlepSeniu vodivosti a zvacSeniu elektrochemického aktivneho povrchu.
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—— Nemodifikovany
13.8 4 —— Biochar 15%
— Biochar 50%
Biochar 100%
69 Grafit
. 0.0+
<
S
3 69
o
138 4
-20,7 4
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04 02 0.0 02 04 06 08
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Obr. 1 CV elektrochemického merania tlacenych biocharovych pracovnych elektrod po elektrochemickej aktivacii
v 0,5 M NaOH, merané v 0,1 M KCI obsahujiicom 0,1 mM [Fe(CN)g]>'*

Zaznamenali sme aj Gspesnil detekciu sarkozinu pomocou CV v 0,1 mol-dm™ fosfatovom
tImivom roztoku 7,4 a 2,5 uM sarkozine, pricom 100 % biocharovy senzor vykazoval lepsi vysledok
pri detekcii sarkozinu ako Cisty grafitovy biosenzor, pretoze redukény pik pri biochare sme
zaznamenali pri -0,4 V pri¢om pri grafite to bolo pri hodnote -0,7 V.

Zaver

Elektrochemickou aktivaciou biosenzorov sme docielili vyznamné zlepsenie funkénosti elektrod,
pretoze prispela k zvyseniu elektrochemického aktivneho povrchu tlacenych elektrod a zlepsila ich
elektrochemick odozvu pri detekcii redoxného mediatora [Fe(CN)s]**. Zaznamenali sme
aj uspesnu detekciu sarkozinu na 100 % biocharovom a 100 % grafitovom tlacenom biosenzore,
pri¢om biocharovy biosenzor vykazoval lepsi vysledok.
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Dolezitou stucastou zachovania kultiirneho dedicstva pre budice generacie je aj zhromazd'ovanie
poznatkov o pouzivanych materialoch a technikach, rovnako ako aj o ich spdsobe ich restaurovania
a konzervovania. Optické techniky ako spektroskopia a diagnostickd maliarska mikroskopia
poskytuju zakladné informacie o umeleckom diele, odhalujuc jeho charakteristické érty volnym
okom neviditel'né. Literatura ukazala, ze bezkontaktné a nedestruktivne diagnostické nastroje/metddy
uspesne charakterizuju mnohé fyzikalne vlastnosti umeleckych diel [1 — 6]. V stacasnosti st velkym
problémom polymérne materialy, ktoré zacali umelci pouZivat’ v 20. storoéi, a o ktorych je dnes
velmi maélo informacii ohladom ich konzervovania resp. stabilizacie [7]. Cielom tejto prace
je zoznamit’ sa so zakladnymi technikami pouzivanymi pri materidlovom prieskume umeleckych diel
ako stcast’ kulturneho dedic¢stva a ziskat’ praktické identifika¢né zruénosti.

V ramci tejto prace bolo studovanych pét’ vzoriek odobratych zo zbierok Slovenskej narodnej
galérie a Slovenského historického muzea so stthlasom kuratorov zbierok. Prvou vzorkou bola ¢ast’
z diela “Pneumatrix” od Erika Bindera (1974 — 2023) zo vzoriek SNG. Druhou vzorkou
bol sekundarny tmel s retusou z II. etapy, ktorého autorom je Jozef Betiusik (1920 — 1991) zo zbierok
Slovenského historického muzea. Tretia vzorka bola odobratad zo sochy svétej UrSule. Vzorky styry
a pat (M0722A a M0822A) pochadzaju zo zbierok Slovenskej narodnej galérie a boli vybrané
z nespecifikovanych zbierkovych predmetov a odovzdané na analyzu vo forme nabrusu.

Vzorky boli Studované pomocou infracervenej spektroskopie s Fourierovou transformaciou
(FTIR) s mikroskopom (chladenim detektorov pomocou kvapalného dusika), s d’alSou transformaciou
reflexnych spektier Kramers-Kronigovou metodou.

Ziskané data po ich preStudovani boli spracované a podrobené doékladnému porovnaniu,
s vyuzitim roznych databaz chemickych latok, s ktorymi sa ziskané a spracované spektra porovnavali.
Tato metoda, hoci nam neumoznila dat’ presnii odpoved’ na otazku zlozenia vzoriek, predsa
len naznacila povod tychto latok a ich typ, ¢o uz zjednodusuje tGlohu a poskytuje voditko k d’al$im
metédam, ktoré by bolo vhodné vyuzit. Aj takyto nejednoznaény vysledok je zaujimavy pre d’alsi
vyskum a sluzi ako vynikajuci zédklad pre zachovanie neocenitelného dedic¢stva minulych obdobi.
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Uvod

Elektrofluorochromizmus je jav, pri ktorom sa intenzita alebo farba fluorescencie latky meni v
dosledku elektricky riadenej redoxnej reakcie. Fluorescenéna spektroelektrochémia (SEC), ktora
spaja elektrochemickll kontrolu redoxného stavu s optickou detekciou, predstavuje mimoriadne
citlivy nastroj na sledovanie tychto procesov a na identifikaciu medziproduktov, ktoré sa nedaju
pripravit’ beznymi syntetickymi metdédami [1,2]. Rozvoj 3D tlace a vyuzitie elektricky vodivych
kompozitov v aditivnej vyrobe prindSa nové moznosti pri tvorbe pracovnych elektrod s
prispdsobitelnou geometriou [3]. Cielom prace bolo navrhnit a vyrobit 3D tlacenu pracovni
elektrodu vhodnu pre fluorescencné SEC merania.

Experimentalna ¢ast’

Model pracovnej elektrody (obr. 1A) bol navrhnuty v programe Autodesk Fusion, spracovany v
PrusaSlicer a vytlaceny technologiou FDM na tla¢iarni PRUSA i3 MK3S+. Elektroda pozostavala z
dvoch casti — opticky priehladnej vodivej Casti z kompozitu PLA/uhlikova ¢ern (Protopasta) a
nevodivej pomocnej Casti, ktora chranila medenti pasku zabezpeCujucu elektrické prepojenie
s potenciostatom. SEC merania prebiehali v trojelektrodovom usporiadani (pracovna: 3D tlac¢ena
elektroda, referencna: Ag/AgCl, pomocna: zlaty drot) v 0,1 M roztoku KCI s metylénovou modrou
(MB) ako modelovym elektroaktivnym farbivom. Kombinovana UV-VIS a fluorescencna SEC bola
realizovana stcasne s cyklickou voltampérometriou, pricom absorbancia sa zaznamendavala na
spektrofotometri  Agilent 8453 a fluorescencia na spektrofluorometri FLS1000 Edinburgh
Instruments.

Vysledky a diskusia
Funk¢nost'  elektrody bola overena meraniami UV-Vis v kombinacii s cyklickou
voltampérometriou (CV) (obr. 1B,C) a nasledne fluorescenénymi meraniami (obr. 1D,E). Pocas

redukcie farbiva sa pozoroval pokles absorbancie aj fluorescenénej intenzity, ¢o zodpoveda prechodu
na bezfarebnt, nefluorescencnu leuko-formu (LMB). Pri spatnom cykle dochadza k spétnej oxidacii.
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Obr. 1: A) Schéma 3D tlacenej elektrody, B a D) Cyklicky voltampérogram, C) Kineticky zdznam
absorbancii, E) Kineticky zaznam intenzit fluorescencie (Aex = 665 nm, Aem = 700 nm). Koncentracia
MB bola 1,5%107° M pre UV-VIS a 0,3x10~° M pre fluorescencné merania.

V cyklickej voltampérometrii zaznamenanej pocas fluorescenénych merani sa objavili dva
anddové piky, ¢o naznacuje viacstupniovy oxidacno-redukény mechanizmus cez semimetylénova
modrii (SMB) a pritomnost’ paralelnych procesov, ako je agregacia, adsorpcia alebo Ciastoc¢na
elektropolymerizacia farbiva. Pri opakovanych meraniach s novymi 3D tlacenymi elektrodami sa
pozorovala nizka opakovatel'nost’ v polohe redoxnych pikov, ¢o pravdepodobne stvisi s adsorpciou
MB na poréznej frite referencnej elektrody. Tento jav bude predmetom d’alSieho experimentalneho
skumania a optimalizacie meracich podmienok.

Zaver

Uspesne sme navrhli a realizovali fluorescenténé SEC merania s vyuzitim 3D tladenej pracovnej
elektrody. Funkcnost’ a vhodnost’ elektrody pre SEC merania boli overené na systéme metylénovej
modrej pomocou cyklickej voltampérometrie, UV-VIS a fluorescenénej spektroskopie. Navrhnuty
koncept predstavuje cenovo dostupné a jednoducho prispdsobitel'né riesenie pre fluorescencniu SEC
a dalsi vyvoj 3D tlacenych elektrochemickych komponentov.
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Introduction

Iodine is an essential element for humans, and its deficiency can lead to serious health issues [1].
As one of the less abundant elements in the environment, soil acts as an important reservoir of iodine
in terrestrial ecosystems [2]. Some studies suggest that fungi have the potential to influence the
mobility and speciation of iodine through accumulation processes [3].

Experimental Part

Six fungal species—dAspergillus fischeri, Aspergillus terreus, Fusarium poae, Penicillium
chrysogenum, Alternaria tenuissima, and Trichoderma viride were obtained them from the
collections of the Institute of Experimental Biology at Masaryk University (Brno, Czech Republic).
The fungal colonies were cultured and maintained on Sabouraud agar slants. Stock solutions of iodide
(I') and iodate (I0s7) were prepared by dissolving potassium iodide (KI) and potassium iodate (KIOs)
in deionized water. and added to 50 mL of sterilized Sabouraud dextrose broth to obtain final iodine
concentration of 10 mg.L"!. Fungal samples were then inoculated into the broth. All cultures were
incubated in a cultivation chamber under controlled temperature and humidity conditions.

Results and Discussion

Fungi were cultivated in the presence of iodide and iodate to assess their capacity for iodine
accumulation and changes in dry weight. The growth period lasted 14 days. Our findings indicate that
both iodide and iodate had a noticeable effect on accumulation and fungal dry weight. However,
statistical analysis showed significant difference in iodine accumulation between iodide and iodate
treatments. Although F. poae demonstrated a higher uptake rate compared to the other species, this
difference was statistically significant.

Regarding biomass, 4. tenuissima showed an increase in dry weight, though this difference was also
statistically significant.
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Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) have drawn the attention of chemists over many
years due to their unique physicochemical characteristics and their potential use in organic (opto)
electronics and spintronics.! In the development of new PAH systems, the use of hetero atom
doping offers a flexible approach to diversify structure and modulate important properties such as
redox response, charge transport ability, and self-assembly behavior.? In particular, boron
incorporation has gained significant attention because of its remarkable capacity to alter the
optoelectronic properties of PAHs, such as luminous intensity, increase electron deficiency, strong
Lewis’s acidity, and unique supramolecular behavior in resulting molecules.? Therefore, large stable
Boron doped PAHs with diverse structures have been developed, showing promising performance
in metal-free catalyst, electron transporting materials and light emitting materials. Among the
different B-doped PAHs, fully fused B-PAHs with boron atom integrated internally are gaining
more attention due to their excellent chemical stability and strong m-stacking capability which stem
from their less hindered, planar geometry. B-doped NGs are still very rare due to their extremely
challenging synthesis due to the intrinsic instability of the tricoordinate boranes toward oxygen and
moisture and the lack of suitable precursors.

Results and discussion

The objective of this study was to design and synthesize boron-based polycyclic aromatic
hydrocarbons (B-PAHs), owing to their significant potential and diverse applications in advanced
materials and optoelectronic devices. Over the past few decades, 9,10-dihydro-9,10-
diboraanthracene (DBA) has been established as a key building block for boron-based n-conjugated
materials. In contrast, in this work, we synthesized 6,13-dibromo-6,13-dihydro-6,13-
diborapentacene (2) (Scheme 1) as a novel building block for the preparation of fully fused boron-
based polycyclic aromatic hydrocarbons.
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Scheme 1: Synthesis of bromoderivative 3.

In the past, 6,13-dibromo-6,13-dihydo-6,13-diborapentace was synthesized by the rection of
2,3-bis(trimethylsilyl)-naphthalene (1) with BBr3. Moreover, this molecule has been synthesized by
same procedure but with two different solvents (hexanes/toluene). We followed the same procedure
in toluene, but yield was very low. Afterwards we switched from the higher boiling solvent to the
lower boiling solvent hexanes, resulting in a moderate yield (20%). Subsequently we reacted (10-
bromoanthracen-9-yl)lithium with boron precursor (3) in presence butyl lithium at -78 °C for 18
hours, resulting in a boron-based poly aromatic hydrocarbon 3, with low yield (5 %).

Conclusions

We successfully prepared boron-based precursor 3 by three step reaction. The structure of the
product was confirmed by MALDL.
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Introduction

Soil enzyme activity plays a crucial role in evaluating soil quality and microbial functioning.
Among these enzymes, dehydrogenase is particularly important, as it reflects the activity of soil
microorganisms and mediates the biological oxidation of organic matter (OM) by transferring
hydrogen from organic substrates to inorganic acceptors [1]. This enzyme serves as a key indicator
of microbial activity and overall soil health, making it one of the most significant soil
enzymes [2, 3, 4]. Dehydrogenase activity enables the assessment of how soil amendments influence
microbial communities. Sludge and biochar, both rich in carbon, are expected to stimulate soil
biological activity. Several studies have confirmed this by monitoring potential dehydrogenase
activity in both short-term and long-term experiments [5, 6].

Experimental Section

The impact of sludge and biochar on the soil ecosystem was examined using a pot experiment.
Real soil and artificial soil prepared according to OECD 207 methodology were selected as the
experimental environment. Avena sativa (oat) was selected as the test organism. Mixtures of soil
(control), soil/sludge, and soil/sludge/biochar were prepared in pots. Each mixture was prepared for
both soils, which were then moistened to 60% WHCnmax. Pre-germinated Avena sativa seeds were
planted in the prepared pots. The containers were placed in a controlled environment with a light
regime (18h/6h), a temperature of 22 + 2°C, and a relative humidity of 55-65%. The light intensity
was set to 8000 lux. The experiment lasted 6 weeks. Soil samples were taken each weekly, and the
activity of the dehydrogenase enzyme was determined colorimetrically, according to ISO 23753-1,
based on quantification of 1,3,5-triphenyltetrazolium formazan (TTF). At the end of the experiment,
ecotoxicological endpoints, specifically root length and biomass weight of Avena sativa, were
determined.
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Results and discussion

During the first few days, stimulation of dehydrogenase activity was observed in both soils
compared to the control group. The highest values were observed on days 7 and 14. Over time,
enzyme activity tended to decrease to the level of the control group. Mixtures containing biochar
showed a different effect in both soils. In artificial soil, biochar tended to decrease dehydrogenase
activity, whereas in real soil it had a stimulating effect. These findings can be observed on days 7 and
14 in containers with sludge and containers with sludge/biochar.

Avena sativa showed inhibition of root length with increasing sludge dose in artificial soil. In real
soil, the trend was the same, but in containers with sludge and containers with sludge/biochar, a
statistically insignificant stimulation of root length was observed. Biochar in artificial soil acted as a
nutrient immobilizer from sludge, effect was observed on day 14 in containers with sludge/biochar.
In real soil, however, biochar provided a suitable habitat for microorganisms, which was reflected in
increased enzymatic activity on day 7 in container with sludge/biochar compared to container with
sludge.

Conclusion

The results of this experiment clearly confirmed that the final effect of soil amendments (sludge
and biochar) depends on the complex interaction between the treatment and soil properties. High
doses of sludge (>5% w/w) had a negative effect on plant production, which was reflected in a
reduction in root length and biomass production. Conversely, low doses of sludge (<5% w/w) showed
a stimulating trend in root structure development and soil microorganism activity. A key difference
was observed in the mechanism of action of biochar: while in artificial soil (simple system) biochar
acted as a nutrient immobilizer, in real soil (complex system) it functioned primarily as a habitat. This
stimulation led to an antagonistic effect, in which sharply increased microbial activity led to
competition for essential nutrients and subsequent inhibition of plant growth.
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Uvod

Kombinacia Sirokej Skaly materialov a moznost’ rychleho prispdsobenia dizajnu je dovod
Coraz CastejSieho uplatnenie 3D tlace v chémii [1] a inych vednych disciplinach. V tejto praci sme
zvolili polypropylén (PP), ktory sa vyznacuje chemickou inertnostou, dobrou rozmerovou stabilitou
a elektrickou izolaciou. Uvedené vlastnosti ho preduréuju na vyrobu konstrukénych komponentov
meracich aparatir uréenych na experimenty v pulznom elektrickom poli (PEF).

PEF vyuziva kratke, vysokonapédtové impulzy elektrického pola na vyvolanie ¢asovo
kontrolovanych elektro-fyzikalnych dejov v roztoku a/alebo biologickej vzorke. Pri prechode pradu
vodivym médiom vznika teplo v dosledku ohmického odporu — tzv. Joulovo teplo. MnoZstvo
vyprodukovaného tepla na jednotkovy objem vzorky je popisana vztahom q = oE% kde o je
Specificka elektrickd vodivost’ média a E intenzita elektrického pola. Takto indukovany narast
teploty modifikuje lokalne podmienky v Studovanych systémoch. V praxi sa preto PEF a s nim
asociované tepelné javy uplatituju v biomedicinskych, veterindrnych a potravinarskych aplikacidch
[2,3].

V tejto praci skimame moznosti absorpénej UV-Vis-NIR spektrofotometrie k detekceii
zmien teploty indukovanych PEF.

Experimentalna ¢ast’

Merania prebiehali v kremennych kyvetach s dizkou optickej drdhy 5 mm a 10 mm. Pre obe
varianty boli vyrobené vlozky auzavery z PP (vyrobca Fiberology). Elektrody pouzité pri
meraniach boli vyrobené z hlinikového plechu a potiahnuté vrstvou nevodivého laku s ponechanim
aktivnej plochy 0,5 cm? resp. 1 ecm? Vsetky 3D tladené sucasti sme zhotovili na Prusa i3 MK3
(Prusa Research a.s.) podl'a modelov vytvorenych v Autodesk Fusion 360 (Autodesk Inc.); prehl'ad
je na obr. 1A-B. PEF bolo generované pomocou generatora ELECTROcell B15 (vyrobca LEROY
Biotech). Jednotlivé pulzy boli monitorované pomocou osciloskopu GW Instek GDS-2202E.
Zmeny teplot vyvolanych v PEF boli monitorované na zaklade zmeny teplotne zavislej absorbancie
absorpéného pasu vody pri 970 nm spektrofotometricky pomocou UV/VIS spektrofotometra
Agilent 8453 (vyrobca Agilent). Ako vzorka bol vyuzity vodny roztok 0,1 M KCI. Pre stanovenie
zavislosti medzi absorbanciou a teplotou vzorky boli vykonané nezavislé kalibracné merania (vol'né
chladnutie predom zohriatej vzorky v navrhnutej aparatire).

Vysledky a diskusia

Na obrazku 2 je zndzorneny narast teploty spdsobeny aplikovanym PEF stanoveny na
zaklade zmeny hodnoty absorbancie absorpéného pasu vody pri 970 nm, panel (A) zobrazuje
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celkovy teplotny transient (300 s), panel (B) priblizenie na prvych 50 s. Pred aplikaciou PEF
(prvych 10 sektnd) je absorbancia a teda aj teplota v systéme konstantna, pocas pulzovania (od 10
s do 15 s) teplota prudko narasté a jej rast pokracuje aj kratko po ukonceni pulzovania (cca do 20 s),
¢o je zapriCinené zotrvacnostou systému. Experimentalne zaznamenany teplotny narast 15,8 K je
v sulade s teoretickym predpokladom 15,1 K stanovenym na zéklade teplotného efektu Joulovho
tepla. V periéde po pulzovani (20 s) bolo zaznamenané klesanie teploty vd’aka disipacii tepla do
okolia vzorky (elektrody, kyveta, vlozka). Teplota sa vratila takmer na pdvodnii hodnotu pred
pulzovanim. Vykonali sme taktiez niekol’ko merani s pouzitim biologicky relevantného tlmivého

roztoku BRB12, kde sa takisto potvrdila funkénost’ navrhovanej metody (data nie st ukazané).
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Obriazok 1: Model kremennej cely s optickou drahou 5 mm (A) a 10 mm (B) pre experimenty
v PEF s 3D tla¢enou vlozkou navrhnutou a vyrobenou v tejto praci a hlinikovymi elektrodami.
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Obrazok 2: Teplota 0.1 M KCI roztoku vystaveného PEF v navrhnutej aparatire (Obr. 1)
stanovena na zaklade zmeny absorbancie absorpéného pasu vody pri 970 nm.

Zaver

Z vykonanych experimentalnych merani vyplyva funkénost’ aparatiry pre meranie teploty
vzorky vystavenej PEF ajej prakticka pouzitelnost. V d’alSom vyskume sa budeme venovat
vyuzitiu tejto metddy pre biochemické a biofyzikalne aplikacie.
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Fluérované organické zluceniny su rozsirené v roznych odvetviach chemického priemyslu kvoli
svojim unikatnym vlastnostiam. V materialovej chémii sa vyuziva ich nepril'navost’ na povrchové
upravy produktov, zatial’ ¢o v medicine sa vyuziva zavedenie atomov fluéru na znizenie rychlosti
metabolizacie lie¢iv. Odolnost’ vo¢i chemickému rozkladu, zniZena miesatel'nost’ ako s vodnou, tak
aj organickou fazou, ale aj uprava vlastnosti okolitych funkénych skupin ako je napr. pKa st
dovodom, preco je zavedenie fludrovanych fragmentov tak oblubené pri vyvoji novych
zluCenin. [1-3]

V lie¢ivach a biomarkeroch sa asto vyuzivaju fluérované alkoxyfragmenty. NajCastejsie su to
metoxy- a etoxyskupiny s 1-5 atomami fluéru. Nasim zameranim bolo obdobne zaviest na
aromatické jadro hexafludrovant izopropoxyskupinu. Bioaktivne zluCeniny s takouto skupinou
maju potencial byt vyuzité ako markery, ktorych pritomnost’ sa d4 sledovat pomocou F-NMR.
Viacerym skupinam sa uz podobné reakcie podarili, avS§ak bud’ s nizkym vytazkom alebo
s pouzitim drahych katalyzatorov. Nasim cielom je zoptimalizovat' tento proces bez katalyzy
tazkymi kovmi. [4-6]

Pouzili sme tri rdzne postupy: reakciu diazoniovej soli s hexafluérizopropanolom (HFIP),
aromatickll nukleofilnti substiticiu HFIPu na dinitrobenzéne (DNB) areakciu fenolatu
s aktivovanym HFIP fragmentom.

N,BF,
HFIP
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CF3
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HFIP, K,CO3
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Vyhodou prvého postupu je moznost’ pouzit’ rozne substituovany vychodiskovy aromat, ¢o nie
je mozné pri SnAr, kde je potrebna pritomnost’ druhej EWG skupiny ako je nitroskupina aby
reakcia prebichala. Na druhej strane je reakcia diazéniovej soli za mikrovinnych podmienok
nekontrolovatelne rychla a napriek nasim najlep§im snaham sa ndm zmenou podmienok nepodarilo
vylepsit' vytazky. Reakcia DNB dosiahla z testovanych reakcii zatial' najvyssi vytazok 53%
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a momentalne sa pracuje na stanoveni kinetiky reakcie. Obe tieto reakcie boli vykonavané za
mikrovlnnych podmienok, ktoré sa preukazali podstatne vyhodnejsie oproti termalnej syntéze. Pri
poslednej moznosti s vyuzitim fenolatu sa rovnako ako pri diazoniovej soli dosial’ nepodarilo
dosiahnut’ vytaznost reakcie s DNB.

Do buducna sa budeme venovat’ stanoveniu kinetiky reakcie DNB a d’al§im optimalizaciam jej
reakénych podmienok ako aj hlbsiemu preskiimaniu reakcie fenolatu s aktivovanym HFIPom za
pomoci pentafludrpyridinu.
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Uvod

Korenové ¢istiarne odpadovych vod (KCOV) st udrzatelné a nizko-nékladové systémy, ktoré
napodobiiuju prirodzené procesy mokradi kombinaciou fyzikalnych, biologickych a biochemickych
mechanizmov. Vyuzivaju interakciu medzi substratom, mikroorganizmami a vegetaciou, ¢im
predstavuju ekologicktl alternativu ku konvenénym technoldgiam. Mokradné rastliny podporuju
ginnost’ mikroorganizmov a zvysuji G¢innost’ odstraiiovania zneéistenia. KCOV st vhodné najma
pre malé a vidiecke oblasti, kde poskytuji ucinné, energeticky nenaro¢né Cistenie réznych typov
odpadovych vod. Uginnost’ systému zavisi od typu filtraéného materialu. Odpadové tehly predstavuji
perspektivnu alternativu z hl'adiska cirkularnej ekonomiky. Cielom tejto Stadie bolo zistit, ako
miesanie §trku s drvenymi tehlami ovplyvni Cistiacu G¢innost’ systému. [1,2,3,4]

Experimentalna ¢ast’

V tejto tadii bola uginnost KCOV hodnotena v dvoch laboratérnych modeloch s odlisnym
filtraénym materialom: Model A (referenény, Strk) a Model B (zmes $trku a drvenej odpadovej tehly
v pomere 1:1). Obe zariadenia boli prevadzkované ako vertikalne prietokové systémy s pulznym
davkovanim syntetickej odpadovej vody s parametrami: CHSK = 650 mg L', NHs*-N=70mg L' a
Piw= 20 mg L'. Hydraulické zat’azenie bolo 6,4 cm d' a organické zatazenie 38,4 gCHSK m2d™".
Zdrzna doba predstavovala 1 deil. Odtokové vzorky boli odoberané ako zlievané vzorky po kazdej
davke syntetickej vody.

Vysledky a diskusia

Po adaptacnej faze a po zacati davkovania syntetickej odpadovej vody do oboch modelov sa
za&ali modely monitorovat’ v parametroch CHSK, NH4"-N a Py z hl'adiska odtokovych koncentracii
a takisto z hladiska G¢innosti jednotlivych modelov. Uroven odstrafiovania organického znegistenia
bola v oboch modeloch priblizne rovnaka (Obr. 1). Uvodné merania eite dosahovali uéinnost’ len
50%, avsak predpokladame Ze biomasa po adaptacnej faze nad’alej nebola na pozadovanej urovni.
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V nasledujicej tabulke (1) su zhrnuté vSetky monitorované parametre na odtoku z modelov
A aB. V parametri NL (nerozpustené latky) vidiet' rozdiely v uvodnych vzorkach, kde rozdiely
mozno pripisat’ vyplavujucim sa necistotdm z tehal. Parameter NO3™-N je dolezity pre posudenie
miery nitrifikacie v modeloch KCOV. Pri vertikalnych filtroch je miera nitrifikacie vy&Sia, kvoli
oxickému charakteru filtra. Pri pulznom vypustani sa voda nasyti kyslikom, ktory je potrebny pre
oxidéciu amoniakalneho dusika. Odstrafiovanie fosforu je v podmienkach KCOV velmi obmedzené
a pomalé, ¢o vidno aj na uéinnostiach oboch modelov. ZvySenie sorpcnej kapacity sa da dosiahnut’
vyuzitim reaktivnejSich médii. Odpadova tehla by mohla vd’aka svojmu zlozeniu zvysit' sorpciu
fosforu na svoj povrch [2,3]. Vysledky ucinnosti B modelu sa vSak vyznamne neliia od ucinnosti
Strkového modelu.

Tab. 1 Odtokové koncentrdcie vybranych parametrov pocas monitoringu (mg L)

datum NOs-N NL (gL Poot s
13.10 3,9 4,12 1,73 5.47 20,9 18,9 0,02 0,02
17.10 43 7.2 1,82 5,05 18 19,6 0,03 0,02
20.10 8,91 10,3 1,98 3,25 14,5 14,01 0 0,03
23.10 7.8 114 1,54 2,01 17,67 21 0,01 0,01
27.10 9,23 6,21 1,60 1,96 19,88 16,94 0,04 0,05
29.10 10,03 7,96 135 1,9 17,64 17,01 0,02 0,02
priemer | 7,36 7,87 1,67 3,27 18,10 17,91 0,02 0,02

Zaver

Vysledky monitoringu ukézali, Ze medzi Strkovym modelom a modelom so zmesou Strku a
odpadovej tehly neboli vyrazné rozdiely v ucinnosti odstraiovania organickych latok ani
amoniakalneho dusika. V modeli s tehlou sa spociatku zaznamenali vySSie koncentracie
nerozpustenych latok v dosledku vyplavovania Castic, ktoré sa ku koncu experimentu stabilizovali.
Doplnenie tehly do filtraéného média nepreukazalo zlepSenie ti€innosti odstraniovania fosforu, av§ak
neovplyvnilo negativne celkovu funkciu systému. Pravdepodobne by pre zvySenie U¢innosti
16zka modelu. Vysledky naznacuji, ze zmes Strku a odpadovej tehly mdze byt vhodnou a
ekonomicky vyhodnou alternativou filtraéného materialu v KCOV, podporujiicou principy
cirkularnej ekonomiky.
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Uvod

Molekulové fotoprepinace tvoria zaujimavu skupinu chemickych latok, ktoré dokazu po interakcii
S0 svetlom podsthpit’ reverzibiln(i transformaciu medzi dvomi, pripadne viacerymi izomérnymi
stavmi. Vyskum poslednych rokov smeruje k rozsireniu ich aplikdcie do oblasti ako medicina,
svetlom modulovana farmakoldgia a biotechnoldogie. Spomedzi dokladne preskimanych prepinacov
disponuje len mala Cast’ vlastnostami vhodné pre in vivo pouzitie. V tomto aspekte vykazuji
iminothioindoxylové prepinage (IT1) sl'ubné vlastnosti, medzi ktoré patri viac ako 100 nm separacia
absorpénych pasov [1,2], vysoké absorpéné koeficienty v oblasti 400-500 nm a fotoizomeriza¢ny
krok v rozsahu femtosektind [3]. Ich signifikantnym nedostatkom ostava nizky, milisekundovy polcas
premeny, ktory nezodpoveda optimalnemu intervalu 0.2 — 2 s [3]. Hlavnym cielom predlozenej prace
bola vypodtova optimalizacia kinetickych a fotofyzikalnych parametrov iminotioindoxylovych
Struktir pomocou substiticie roznymi funkénymi skupinami.

Metodoldgia

Vsetky vypoclty v predlozenej praci boli vykonané na DFT trovni, za pouzitia M06-2X
funkcionalu [4]. Vplyv prostredia bol zahrnuty pomocou implicitného modelu rozpustadla
zalozeného na hustote (SMD), ako samotné rozpustadlo bol zvoleny metanol. Optimalizacie,
frekvenéné analyzy rovnovaZznych geometrii a tranzitnych stavov prebiehali na Grovni M06-2X/6-
31+G(d)/SMD(MeOH)//M06-2X/6-311++G(2df,2p)/SMD(MeOH).  Vertikalne excitaéné energie
aprechodové  dipdlové  momenty boli  ziskané na  Grovni  TD-DFT/M06-2X/6-
311++G(2df,2p)/SMD(MeOH), pomocou formalizmu korigovane]j linearnej odozvy [5]. VSetky
vypocéty prebehli pomocou programovych balikov Gaussian09 a Gaussian16.
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Vysledky a diskusia

Spolahlivou stratégiou pre navrh ITI prepinacov s vy$Sou kinetickou stabilitou je fluoracia
azobenzénovej Casti ITI (Obrazok 1a). Takato substiticia vedie k akumulacii negativneho néaboja na
benzénovom jadre a k naslednej planarizacii (Obrazok 1b), ¢oho ddsledkom je zvySena repulzia
medzi fluérmi a karbonylovym kyslikom. Cerveny posun absorpénych spektier azvysenie
absorbancie vo viditelnej oblasti je mozné dosiahnut’ zavedenim silnych elektron-donorovych
skupin, ktoré planarizuji zakladny skelet a umoziuju efektivnejSiu konjugaciu n—elektronov a vyssi
prekryv molekulovych orbitalov.

/(a) s . \m) 14 PR 84S \

AE (kcalimol)
Ny
Dipole moment (D)

Obrazok 1 (a) Porovnanie teoretickych aexperimentalne stanovenych aktivaénych bariér (AG*, kcal-mol™) pre
iminotioindoxylové §truktiry s réznymi stupiiami fluoracie (b) Zavislost relativnej elektréonové energie (AE, kcal-mol™?),
celkového dipdlového momentu (u, v Debye) a dipolové momentu v smere X (-u, v Debye) od uhla © (definovany na
obrazku).?

Zaver

PredloZena praca bola zamerana na optimalizaciu kinetickych parametrov iminotioindoxylov
substituciou vhodnymi funkénymi skupinami. Optimalnu kineticku stabilitu je mozné dosiahnut’
fluoraciou benzénového cyklu, zatial o Cerveny posun absorpénych péasov je dosiahnutelny
substiticiou silnymi elektron-donorovymi skupinami v para polohe azobenzénového zvysku.
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Uvod

Odpadové prudy (OP) z vyroby metylolalkdnovych kyselin predstavuju vysoko nasytené
roztoky ciel'ového produktu, z ktorych sa oddel'uju pevné krystaly pozadovaného produktu.
Tieto prady obsahuju zvy$skové mnozstva produktu, rozpustadla, nezreagované reaktanty
a vedlajsie produkty reakcii, a preto si ¢asto vyzaduju Specifické nakladanie pri ich likvidacii.

Kyselina 2,2-dimetylolpropionova (DMPA) je hlavnou zlozkou tychto OP. Uplatiuje
sa najmi pri vyrobe polyuretanovych disperzii, zivic a farbiv. Pocas jej vyroby vznikaju
odpadové prudy krystalizacie, ktoré obsahuju vodu (podiel 54,6%), DMPA (10,3%),
trimetyloletan a siprupy (18,2%), N,N-dimetylcyklohexylamin (DMCHA) (10,0%), kyselinu
mrav¢iu (2,8%), kyselinu propiénovu (1,5%), formaldehyd (0,07%) a anorganické zlozky
(2,6%). Vzhladom na vysoki chemicku spotrebu kyslika (CHSK) je predpoklad, ze OP
by mohli byt ¢iastocne biologicky rozlozitel'né a vhodné na produkciu bioplynu.

Experimentalna ¢ast’

V experimentoch boli analyzované zlozky OP a Sest’ vzoriek OP pochadzajucich z troch
odberov - zkazdého odberu bola testovana vzorka po jednej (,/1°) a po dvoch (,,/2°)
centrifugaciach. Test bioplynového potencidlu (TBP) prebiehal podl'a metodiky Angelidaki
etal. [1] v triplikatoch. Pre vyprodukovany bioplyn sme stanovili zloZenie mobilnym plynovym
analyzitorom. Aerébnu rozloziteInost sme vyhodnotili na zéklade BSKs, CHSK
a respirometrickych merani. Pre TBP bolo pouzité inokulum z COV Devinska Nova Ves, pre
respirometriu aktivovany kal z laboratérneho modelu.

Vysledky a diskusia

Najvyssiu kumulativnu $pecificku produkciu bioplynu (SPB) zo zloZiek dosiahla kyselina
propionova 402,5 mL/g CHSK, nasledovali sirupy (224,1 mL/g CHSK), DMPA (223,6 mL/g
CHSK) a DMCHA (148,1 mL/g CHSK). Napriek tomu, ze kyselina propiéonova vykazuje
najvyssi potencial anaerdbneho rozkladu, jej zastipenie v OP je len 1,5 %, a teda ma
zanedbatelny vplyv na celkovi rozlozitelnost OP. Naopak, dominantné zlozky — sirupy,
DMPA a DMCHA dosahovali nizsie hodnoty SPB. Pre zlozky bol najvyssi obsah metanu
dosiahnuty pri kyseline mravéej (41,2 %) a DMPA (38,5 %), avSak vzhl'adom na nizke vytazky
plynu nie je ich prinos vyznamny.

Z grafickych zavislosti na Obr. 1 mozeme vidiet, ze vSetkych 6 vzorieck OP dosiahlo
podobné hodnoty kumulativnej SPB a krivky produkcii bioplynu v &ase maji podobny priebeh.
Rozdiel medzi vzorkami po 1. a 2. centrifugacii nebol vyznamny. Priemerné hodnoty
kumulativnej produkcie bioplynu (239-275 mL/g CHSK) a nizky obsah metanu (27-32 %)
poukazuji na obmedzeny potencial OP pre anaerébne spracovanie.
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Obr. 1 - Porovnanie produkcii bioplynu z jednotlivych vzoriek OP

Vysledky testov BSKs a pomerov BSKs/CHSK ukazali vyrazné rozdiely medzi
jednotlivymi zlozkami. Kyselina propiénova (0,628) a kyselina mrav¢ia (0,636) sa preukazali
ako dobre biologicky rozlozitel'né, zatial co DMPA, TME a DMCHA vykazovali zanedbatel'né
hodnoty, ¢o sved¢i o ich zlej aerdbnej rozlozitelnosti.

Pri samotnych OP dosiahli pomery BSKs/CHSK velmi nizke hodnoty (0,032-0,049),
¢o znamena, ze len priblizne 3—5 % organickych latok su biologicky odburatelné. OP po prvej
centrifugacii vykazovali o nieCo lepSiu rozloziteInost nez po druhej, avSak stale ide
o zle biologicky rozloziteIné materialy.

Respirometrické testy potvrdili tieto vysledky. DMPA vykazovala inhibi¢ny uc¢inok
a so zvysujucou sa davkou substratu sa rychlost’ respiracie znizovala. OP po druhej centrifugacii
vykazovali eSte niz8iu aktivitu, o potvrdzuje ich biologickt inertnost’.

Z tychto vysledkov vyplyva, Ze ani aerébny rozklad nie je vhodnou metddou spracovania
tychto OP, pretoze nedochadza k dostatocnej degradacii organickych zlucenin.

Zaver

Na zéklade experimentalnych vysledkov mozno konstatovat, ze skimané OP su len slabo
biologicky rozlozitelné. V anaerdbnych podmienkach dochadza k obmedzenej produkcii
bioplynu s nizkym obsahom metanu, zatial ¢o v aerdbnych procesoch su tieto odpady
len Ciastocne rozlozitel'né az nerozlozitel'né.

Anaer6bny ani aerobny rozklad teda nepredstavuji efektivne rieSenie pre ich spracovanie.
Buduci vyskum by sa mal zamerat na optimalizaciu predupravnych procesov a moznost
vyuzitia pokrocilych oxidaénych metdd, ktoré by umoznili zvysit’ biologicku odburatelnost
tychto Specifickych pradov odpadovych vod.
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Introduction: Datura stramonium L. (Solanaceae) is a natural source of tropane alkaloids (TAs),
particularly hyoscyamine and scopolamine, which are used as anticholinergics in ophthalmology,
anesthesiology, and therapy of motion sickness [1]. Alkaloid accumulation in planta is strongly
influenced by genotype, developmental stage, and environmental conditions, resulting in high
variability [2]. In vitro culture systems provide a controlled platform for reproducible TA production.
While Agrobacterium rhizogenes - induced hairy roots are widely used [3,4], primary root cultures
derived from micropropagated plantlets offer a non-transformed model suitable for studying medium
composition effects. Statistical approaches such as Response Surface Methodology (RSM) have been
successfully applied to optimize medium components in diverse plant systems [5]. The aim of this
study was to optimize concentrations of indole-3-acetic acid (IAA) and sucrose to improve TA yield
in D. stramonium primary root cultures.

Materials and Methods: Primary roots excised from micropropagated plantlets were transferred
to liquid Gamborg’s B5 medium (pH 5.8) supplemented with IAA and sucrose. A Central Composite
Design (CCD) with two factors (IAA 1.14-4.86 mg/L; sucrose 21.4-58.6 g/L) and 19 experimental
runs was applied using Design-Expert v13 software. Cultures were incubated under static conditions
in the dark at 23 + 2 °C. After 28 days, biomass (fresh and dry weight) and alkaloid contents were
determined. Hyoscyamine and scopolamine were quantified by GC-MS following Karniukova et al.
[6].

Results and Discussion: Fresh weight and dry weight (FW, DW) of root cultures were not
significantly affected by either IAA or sucrose (p > 0.05), indicating stable biomass accumulation
across the design space. Hyoscyamine production was fitted by a significant two-factor interaction
(2F1) model (p =0.0014, R?=0.66, Adj R* = 0.59) with a non-significant lack-of-fit, confirming good
model adequacy. The interaction term IAA X sucrose was the dominant factor (p = 0.0004). The
model predicted a maximum yield of ~ 47 — 48 mg/g DW at IAA =~ 4 mg/L and sucrose = 50 g/L.
Scopolamine followed a reduced quadratic model (p = 0.0066, R? = 0.64, Adj R? = 0.53) with
significant contributions from IAA X sucrose (p = 0.0016) and the quadratic effect of sucrose (p =
0.0197). The predicted maximum was ~0.45-0.50 mg/g DW at sucrose 45-50 g/L and IAA = 3 mg/L.
These findings confirm sucrose level and its interaction with IAA as key determinants of TA
biosynthesis. The predicted optima will be experimentally validated in subsequent work to confirm
model reliability.

Conclusion: This study demonstrates that Response Surface Methodology is an effective
approach for optimizing medium composition in Datura stramonium L. primary root cultures. The
predicted optima of IAA and sucrose significantly increased hyoscyamine and scopolamine yields
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without compromising biomass growth. These findings provide a rational basis for further
experimental validation and represent a promising step toward developing efficient and scalable
biotechnological systems for tropane alkaloid production.
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Uvod

Sekundarne metabolity su bioaktivne zluCeniny produkované rastlinami, hubami
a mikroorganizmami. Tieto zlueniny maji Siroké spektrum biologickych aktivit a vykazuju
farmakologické G¢inky, ¢o z nich robi cenné zdroje pre medicinu a priemysel. V sucasnosti je trendom
namiesto synteticky vyrabanych latok vyuzivanie prirodnych zdrojov, ktoré poskytuji Setrnt a u¢innt
alternativu.

Je zname Siroké spektrum bioaktivnych latok rastlinného povodu, ktoré mézu byt vyuzité vo

farmacii, v kozmetike ¢&i potravinarstve. M6zu menit’ nase nazory na produkty pre zdravie a krasu.
Ziskavanie zlti¢enin z prirodnych zdrojov pomocou modernych technolégii sa da vyuzit’ pri priprave
prirodnych liekov alebo doplnkov stravy. Pouzitim ekologicky-akceptovatelnych rozpustadiel a
pokrocilych extrakénych technik, ako napriklad extrakcia podporend ultrazvukom (UAE) alebo
mikrovlnnym Zziarenim (MAE), je mozné uc¢innejsie extrahovat’ latky z rastlinného materialu bez
produkcie toxickych odpadov a s nizSou energetickou narocnostou. Prinosom je aj Setrnost’ k
zivotnému prostrediu.
V praci sme sa zamerali na lipu (7ilia cordata), ktora je vyznamnou lieCivou rastlinou s obsahom
flavonoidov a slizovych latok vyuzivanych pri nachladnuti a zdpaloch. Taktiez sme skimali rozmarin
(Rosmarinus officinalis), aromaticki bylinu bohatd na éterické oleje a fenolové zluceniny s
antioxida¢nymi a antimikrobidlnymi uc¢inkami. [1, 2] Oba rastliny sa vyuzivaju vo farmadcii aj
kozmetike.

Ciel'om prace bolo najst’ najefektivnej$iu kombinaciu ekologického rozpustadla a extrakéného
postupu pre izolaciu i€¢innych latok z vybraného rastlinného materialu. Porovnaval sa obsah ti¢innych
latok v roznych Castiach rastliny a identifikovala sa rastlinna droga s najvys$sim obsahom tychto latok.

Experimentalna ¢ast’

Na testovanie sme si pouzili lipu malolistu (7ilia cordata), konkrétne kvety, listene a ich zmes.
Rastlinny material pochadzal z lokality Ruzinov v Bratislave a bol usuSeny pri izbovej teplote. Ako
d’al$iu vzorku rastlinného materialu sme zvolili rozmarin lekarsky (Rosmarinus officinalis) ziskany z
Nitrianskeho kraja, taktiez v suSenej forme.

Pred extrakciou sa suchy rastlinny material podrvil, aby sa lepSie uvolnili uc¢inné latky. Na
extrakciu sa pouzili nasledujiice rozpustadla: destilovana voda, 60 % etanol, glycerol. Extrakcia
ucinnych latok sa uskutocnil pri laboratornej teplote viacerymi metédami: pomocou MAE, UAE,
mieSanim, maceraciou a perkolaciou. Spolu bolo pripravenych $trnast’ extraktov (sedem vo vode
asedem v 60 % etanole). Okrem toho sa pripravila aj tinktira a vodny extrakt z lipy, a extrakt
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rozmarinu v glycerole. Extrakty sa analyzovali vysokou¢innou kvapalinovou chromatografiou so
spektrofotometrickou detekciou (HPLC-UV).

Vysledky a diskusia

Extrakty zo suSenych kvetov a listeniov lipy a rozmarinu boli analyzované pomocou HPLC-
UV s cielom urdit’ zastiipenie a obsah vybranych fenolovych kyselin (FK), kyseliny chlorogénovej,
kyseliny p-kumarinovej, kyseliny ferulove;j.

Extrakty z kvetov lipy a rozmarinu neobsahovali detegovateIné mnozstvo FK, zatial' ¢o

extrakty z listefiov mali vy$§i obsah. Najvyssi obsah FK sa extrahoval pomocou UAE s vodou ako
extrakénym rozptstadlom, a to 94,3 pg/g. Dalsie postupy s vodou alebo etanolom vykazovali niZie
hodnoty extrahovanych mnozstiev FK. Zmesové vzorky (kvety aj listene lipy) obsahovali menej FK,
¢o naznacuje, Ze listene su bohatSim zdrojom fenolovych kyselin nez kvety alebo zmesi.
Ukinnost extrakcie zavisela aj od pouzitého rozpuitadla a metody: voda bola uginnejsim extrakénym
rozpustadlom nez etanol ¢i glycerol, priCom ultrazvukova extrakcia bola najefektivnejsia, zatial’ co
pouzitim maceracie, pripravou tinktiry a mikrovinnou extrakciou sa vyextrahovalo niz§ie mnozstvo
FK.

Tieto vysledky potvrdzuju, Ze obsah fenolovych kyselin zavisi od druhu rastliny, pouzitej
Casti, extrakéného rozpustadla a metody extrakcie.

Zaver

Praca sa zamerala na izolaciu G¢innych latok z rastlinnych materialov, najma lipy a rozmarinu.
Vyhodnotil sa vplyv typu extrakéného rozpustadla a postupu na obsah FK. Najvyssi obsah FK bol
zisteny v listefioch, zatial o v extraktoch z kvetov neboli detegované. Voda sa ukéazala ako
najucinnejsie rozpustadlo a extrakcia podporena ultrazvukom alebo mieSanim priniesla najvyssi
vytazok, zatial ¢o maceracia, priprava tinktiry a jednoduché luhovanie boli menej efektivne.
Vysledky poskytuju prakticky zaklad pre optimalizaciu extrakcie fenolovych latok s vyuzitim v
potravinarskom, farmaceutickom a kozmetickom priemysle. V d’alSom §tadiu by bolo potrebné
detailnejsie analyzovat’ §irSiu skupinu zlu€enin a optimalizovat’ podmienky extrakcie (napr. teplota,
cas).

Vyskum uskutocneny v tejto praci umoznil prepojit’ teoretické poznatky z chémie s praktickymi
aplikaciami. Zaroven ich mézeme vyuzit' v realnej praxi ako buduci farmaceuticky laboranti.
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Tato praca sa komplexne zaobera analyzou sacharidov v cukrovych roztokoch s dérazom na
ich vyznam pre vyzivu vc¢iel a moznosti optimalizdcie krmiv pouzivanych v sucasnom
véelarstve. Vychodiskom vyskumu bola potreba zlepsit' kvalitu, stabilitu a biologicku
vyuzitel'nost’ krmiv pre véely v obdobi, ked’ nie je dostupna prirodzena potrava — nektar a
medovica. Hlavnym cielom prace bolo porovnat’ klasické titraéné metody analyzy sacharidov
s modernymi elektrochemickymi technikami a zaroven poukazat’ na vyhody pouzitia pripravku
Invertofix®, ktory katalyzuje enzymaticki hydrolyzu sacharézy na jednoduché cukry —
glukézu a fruktézu. Tento proces vedie k vzniku invertného sirupu, ktory sa svojim zlozenim
priblizuje prirodzenému nektaru a je pre vcely biologicky dostupnejsi, energeticky vyhodne;jsi
a l'ahsie stravitelny nez tradi¢né krmivo z repného cukru. V teoretickej Casti prace st podrobne
charakterizované chemické a fyzikalne vlastnosti sacharidov, so zameranim na monosacharidy,
disacharidy a polysacharidy a ich vyznam v metabolizme v¢iel. Pozornost’ je venovana procesu
enzymatickej hydrolyzy sachar6zy, ktory v prirodzenych podmienkach prebieha
prostrednictvom enzymu invertdzy produkovanej samotnymi vcelami. Tento proces je
energeticky naro¢ny, najmi pre zimnu generaciu véiel, ktora ma obmedzené energetické zdroje
a potrebuje Setrit’ zdsoby glykogénu. Prave preto predstavuje pouzitie invertného krmiva
vyznamnu inovaciu v oblasti udrzateI'ného vcelarstva — umoznuje véelam lepsie hospodarit’ s
energiou, znizuje ich fyziologicku zataz a podporuje vitalitu aj imunitni odolnost’ v zimnom
obdobi. Praca sa zaroven zaobera analytickym porovnanim rdéznych metéd stanovenia
sacharidov v cukrovych roztokoch a medoch. Z klasickych titraénych metod boli pouzité
jodometria, chelatometria a manganometria, ktoré su tradi¢ne vyuzivané v analytickej chémii
na stanovenie obsahu redukujticich cukrov alebo pritomnosti kovovych iénov ovplyviiujucich
stabilitu roztokov. Tieto postupy sa vyznacuji jednoduchost’ou a finanénou nenaro¢nost’ou, no
zaroven trpia nizSou presnostou, subjektivitou pozorovania konca titracie a vy$Sou ¢asovou
naro¢nostou. Ich vysledky boli navySe citlivé na kvalitu pouzitych indikatorov a presnost
odhadnutia bodu ekvivalencie. Naopak, moderné elektrochemické techniky, konkrétne cyklicka
voltampérometria (CV) a diferencialna pulzna voltampérometria (DPV), poskytli presnejsie,
citlivejsie a rychlejsie vysledky. Pomocou CV bolo mozné sledovat’ redoxné spravanie glukdzy
a priebeh jej oxidacie na elektrode, ¢im sa ziskali informacie o kinetike a mechanizme
oxida¢no-redukénych reakcii. DPV, vd’aka svojej vysokej citlivosti, umoznila kvantitativne
stanovenie koncentracii glukézy a fruktdzy prostrednictvom kalibra¢nych kriviek a metody
pridavku $tandardu, ¢im sa zabezpecCila vysoka presnost’ a reprodukovatelnost” vysledkov.
Sacharézu nebolo mozné priamo detegovat elektrochemickymi metédami, pretoze ako
neredukujuci disacharid neobsahuje volni aldehydovi alebo ketonovi skupinu, ktora by
umoznila jej elektrochemickt oxidaciu. Po pridani Invertofixu vSak doslo k enzymatickému
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rozkladu sachar6zy na glukoézu a fruktézu — redukujiice monosacharidy, ktoré uz bolo mozné
elektrochemicky kvantifikovat’. Tento experimentalny krok potvrdil funkénost’ a efektivnost’
pripravku Invertofix® a demonstroval jeho vyznam pri vyrobe invertného krmiva pre véely.
Vysledky experimentov preukazali, Ze elektrochemické metoédy su v porovnani s klasickymi
titraénymi postupmi rychlejsie, presnejsSie a menej zavislé od subjektivnych faktorov. Poskytujt
zaroven moznost detailného sledovania zmien v zloZeni sacharidov pocas hydrolyzy a
ponukaju SirSie uplatnenie v analyze potravin, biochemickych procesov a environmentalnych
vzoriek. Z hladiska praktického vyuzitia vo velarstve mozno konstatovat’, Ze invertné krmivo
pripravené pomocou Invertofixu® predstavuje efektivny, ekologicky a energeticky usporny
spdsob vyzivy vciel, ktory prispieva k udrzatelnému chovu a celkovému zdraviu vcelstiev.
Praca tak spaja poznatky z analytickej chémie, biochémie a praktického vcelarstva.
Demonstruje, Ze moderné elektroanalytické metody dokazu poskytnut relevantné kvantitativne
udaje o kvalite a stabilite cukrovych roztokov, a zaroven prinasa praktické odportcania pre
véelarsku prax. Spravna vol'ba formy cukru v krmive ma zasadny vplyv na metabolické zdravie,
imunitu a dizku Zivota véiel, ¢o z dlhodobého hl'adiska prispieva aj k stabilite a produktivite
véelstiev ako kl'u¢ovych opelovacov v ekosystéme. Tato praca tak predstavuje spojenie
teoretickej chemickej analyzy a jej aplikacie v ekologickom hospodarstve, pricom poukazuje
na to, ze aj v tradi¢nych odvetviach, ako je vcelarstvo, ma implementacia modernych
analytickych metoéd zasadny vyznam pre zvySovanie kvality produkcie, ochranu zivotného
prostredia a podporu biodiverzity.
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Uvod
Trend spotreby ropy v nasej spolo¢nosti nam ukazuje, Ze je nevyhnutné hl'adat’ moznosti,

ktorymi vieme ziskavat' potrebné suroviny, ktorych poévod bude iny ako ropny. Populdrnym
alternativnym neropnym zdrojom je bioetanol vyrobeny z biomasy. Z bioetanolu je mozné pomocou
Lebedevovho katalyzatora pripravit’ butadién a iné vyznamné petrochemické produkty.

Katalyzatory na baze oxid hore¢naty — oxid kremicity sa ukazali byt efektivnymi katalyzatormi
(Cisté ¢i dopované kovmi s kyslymi centrami). MgO poskytuje bazické centra a SiO» kyslé
(Lewisove) centra. Vyskumy ukazali, ze bazické centrd magnézie su v reakénom mechanizme
zodpovedné za aldolové adicie a dehydrogenacie, kym kyslé centra siliky su zodpovedné za
dehydratacie. Pridavok prechodného kovu zlepsuje dehydrogenaciu etanolu na acetaldehyd. [1]

Dehydrogenéciou etanolu (1) vznika acetaldehyd. Nasledne dochadza k aldolovej kondenzécii
dvoch molekul acetaldehydu (2) za vzniku acetaldolu. Dehydrataciou acetaldolu (3) vznika
krotonaldehyd. Krotonaldehyd v d’alSom kroku reaguje s etanolom v tzv. Meerwein-Ponndorf-
Verleyho redukcii (4), pricom vznika krotyl alkohol a z etanolu sa generuje acetaldehyd, ktory moéze
vstupovat’ do aldolovej kondenzacie. Dehydrataciou krotyl alkoholu za su¢asného presmyku dvojitej
vézby (5) vznika butadién. [2, 3] Okrem butadiénu maju prakticky technologicky vyznam aj vedlajsie
produkty reakcie: etylén, propylén a acetaldehyd.

Etanol Acetaldehyd

/\OH Dehydrogenécia /\o

~H; (1)
(?)lAmvom kondenzécia

OH

Butadién m
\/\ S o
Dehydratacia $(5) (3) | Dehydratacia
H,0 H,0

Krotyl alkohol ~0H Krotonaldehyd

MPV reakci
/\/\OH 4ﬂ_{eaca/\/\o

Reakéna schéma transformacie etanolu navrhnuta Kaganom. [4]
(Goralka, T., Suska, M., 2025 — Néakres v programe KingDraw)
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Experimentalna ¢ast’

Pripravili sme sedem heterogénnych katalyzatorov (MgO+SiO2, MgO/SiO2, SiO2/MgO,
Zr02/Si02(NO3),  ZrO2/SiO2(Ac500), ZrO2/SiO2(Ac600), Zr02/SiO2(Ac700))  z prislusnych
acetatovych, resp. nitratovych prekurzorov (v pripade SiO2/MgO bol SiO; pripraveny z Si(OEt)4).
Pomer hmotnostného zlomku MOx (M = Mg, Zr, x = 1 pre Mg, 2 pre Zr) ku SiO bol 1:1.

Pri ZrO»/SiO; pripravenych z acetatového prekurzora bol sledovany aj vplyv teploty
kalcinacie pomocou UV-VIS spektroskopie.

Katalyzatory boli testované v prietokovom reaktore s prietokom etanolu 5 mL/h. Prietok nosného
inertného plynu (dusik) bol 70 mL/h. Reak¢na teplota bola 350 °C. V 30 minutovych intervaloch bola
pre kazdy pouzity katalyzator vykonana GC analyza plynnej fazy. Pri katalyzatoroch SiO2/MgO
a ZrO»/Si02(Ac500) boli pozorované najvysSie priemerné vytazky acetaldehydu a butadiénu. Pri
pouziti tychto dvoch katalyzatoroch bola vykonana aj GC-MS analyza zachyteného kondenzatu na
urcenie pritomnosti moznych polutantov.

Vysledky a diskusia

Najvyssie vytazky pre hlavné dva sledované produkty (acetaldehyd a butadién) boli pri
pouziti SiO2/MgO a Zr0»/Si02(Ac500) (uréené GC analyzou). GC-MS analyzou bola zistena
pritomnost polutantov v zachytenom kvapalnom kondenzate pri pouziti SiO2/MgO, avs§ak pri pouziti
Zr0,/Si02(Ac500) bola urcena iba pritomnost’ nezreagovaného bioetanolu, ktory je mozny opétovne
vratit' do reakéného systému na zvySenie vytazkov sledovanych produktov. UV-VIS spektroskopia
Zr0,/Si02(AcT, T =500, 600, 700 [°C]) nepreukazala vyrazné zmeny v absorbanciach pre jednotlivé
katalyzatory kalcinované pri rdznej teplote. Bol pozorovany minimalny rozdiel v smernici pre
katalyzator ZrO»/Si02(Ac500) v oblasti 290-310 nm

Zaver

Tato praca sa zamerala na najdenie najvhodnejsieho katalyzatora pre transformaciu bioetanolu
na acetaldehyd abutadién. GC analyzou produktov v plynnej faze sme urcili dva potencialne
najvhodnejsie katalyzatory, av§ak nasledna GC-MS analyza zachyteného kondenzatu jednoznacne
preukazala vyhodnost' pouzitia ZrO»/SiO2(Ac500), vzhl'adom na moznost opédtovného vratenia
nezreagované¢ho bioetanolu (jedina latka, ktorej pritomnost’ bola uréena pomocou GC-MS
v kvapalnom kondenzate) do reakéného systému pre zvysenie vytazkov bez nutnosti dodatocnej
purifikacie.
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Fermentovana zelenina je vybornym zdrojom probiotik, ktoré podporujii zdrava CErevni
mikrofléru, posiliiuji imunitny systém a zlepSuju travenie. Historicky vyznam fermentovanej
zeleniny spociva v tom, Ze je to tradi¢na metdda konzervacie, ktora zaroven premieia zeleninu
na vyzivovi bombu bohati na probiotikd, vitaminy, mineraly a enzymy. Fermentéciou sa stava
zelenina trvanlivejSou, a to bez pouzitia chemickych konzervacnych latok. Proces fermentacie,
kvasenia, podporuje mnoZenie prospesnych baktérii, najmd mlie¢nych baktérii rodu
Lactobacillus, ktoré zlepsuju vstrebavanie zivin a chrania telo pred skodlivymi, patogénnymi
mikrobmi.

Praca sa zaobera pripravou fermentovanych zeleninovych produktov zréznych druhov
zeleniny bezne pestovanych v naSom regione. Stanovenim obsahu kyseliny mliecnej v r6znych
druhov zeleniny som chcel dokazat,, ze kapusta ako aj iné druhy beznej zeleniny obsahuju
priblizne 3—5 % sacharidov. Hoci je toto percento nizke v porovnani s obsahom cukrov v ovoci,
pre mliecne baktérie, ktoré nepotrebuju vel'a substratu, je uplne dostacujiice na fermenta¢ny
proces. Velka Cast’ su fermentovatel'né cukry, hlavne glukéza a fruktoza. Prirodny cukor je
substratom mlie¢nych baktérii pri fermentacii. SIizi ako vyziva pre mlie¢ne baktérie, ktoré ich
pocas fermentacie premienaju na kyselinu mlie¢nu a malé mnozstva d’alSich latok, ako su
kyselina octova, kyseliny mrav¢ia, oxid uhli¢ity a rozne d’alSie aromatické latky.

Kyselina mliecna vznikajuica pri fermentacii ma konzervacny ucinok, ked’ze znizuje pH ¢im
zabrafiuje rastu arozmnoZzovaniu patogénnych mikroorganizmov. Kyselina mlie¢na tiez
vytvara charakteristickii kysli chut produktu a zvySuje stravitelnost’ a nutricni hodnotu
kvasenej zeleniny.

Mojim cielom bolo pripravit' fermentované produkty réznych druhov zeleniny pouzitim
slaného nalevu a dokéazat' pritomnost kyseliny mliecnej v podomacky fermentovanych
zeleninovych produktoch. Kombinaciou réznych druhov zeleniny som pripravil fermentované
produkty srozdielnym chutovym profilom, takze kazdy konzument si mdze pripravit
fermentovanu zeleninu podl'a vlastnej chute.

Pri priprave zeleniny je dolezité dodrzat’ prisnu hygienu prostredia a zabezpecCit’ prostredie bez
pristupu vzduchu (anaerdbne) s pridanim spravneho mnozstva soli. Tak déjde k rastu
prospesnych baktérii mlie¢neho kvasenia, ktoré sposobia konzervaciu zeleniny, zmenu jej chuti,
znizenie pH a tym prediZenie jej trvanlivosti. Pri zachovani spravneho technologického postupu
a dodrzani hygieny pri praci dokazeme vyrobit’ kvalitnu fermentovanu zeleninu aj v doméacich
podmienkach. Staci zeleninu nakrajat’ a nasolit’, ¢im sa uvol'ni §tava bohata na cukry a tak sa
ul'ah¢i zaciatok fermentacie. Ziskame tak jednoducho chutny zdroj probiotik a vitaminov za
prijatelnt cenu.
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Na stanovenie obsahu kyseliny mliecnej som pouzil alkalimetrické stanovenie a
konduktometrické meranie. Na kultivaciu mlie¢nych baktérii som pouzil viaceré kultivaéné
médid, idedlne je vSak pestovat’ mlie¢ne baktérie na MRS agare, ¢o je pevné médium podl'a de
Mana, Rogosa a Sharpea. MRS médium svojim zloZenim potlaca rast inych, konkurenc¢nych
baktérii, napriklad Gram-negativne baktérie, plesne a niektoré streptokoky, ¢im zvySuju
selektivitu média pre laktobacily. V mikroskope je mozné baktérie pozorovat po
monochromatickom farbeni fixovaného preparatu metylénovou modrou.

Svojou pracou som dokazal, Ze hoci sa na slovensky trh dostavaji nové zdroje probiotik z Azie,
ako kimchi, ¢i kombucha a podobné produkty, historicky je nasa lokalna zelenina vel'mi chutna,
vhodna na fermentaciu a je zdrojom roznorodej mikrobioty dolezitej pre diverzitu Erevnej
mikrofléry ¢loveka, pre spravne vstrebavanie zivin z potravy ¢€i pre spravne fungovanie
imunitného systému.
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Uvod

Praca sa zameriava na elektrochemické studium vzajomnej interakcie kofeinu a vitaminu C
pomocou voltampérometrickych metdd. Analyzuje, ako kofein a vitamin C interaguje medzi
sebou v jednom uzavretom systéme, ktory mézeme chéapat’ aj ako biologicky organizmus.

Kyselina askorbova, teda vitamin C, je vo vode rozpustny vitamin nevyhnutny pre spravne
fungovanie organizmu. Ma vyrazne antioxidacné Gi€inky, je citliva na svetlo a teplo, pri ktorom
jej hladina klesa. Vitamin C ma vlastny ireverzibilny systém. Hlavnymi zdrojmi vitaminu C st
Sipky, acerola, paprika, brokolica a vyzivové doplnky, ktoré mozu byt hlavne vo forme tabliet,
kapsul a Sumivych tabliet.

Kofein je organicka zlucenina patriaca medzi purinové alkaloidy zo skupiny metylxantinov.
Cisty kofein je biela krystalicka latka horkej chuti, bez zapachu. Kofein méa pozitivny vplyv na
psychicku aj fyzicka vykonnost'. Poméaha docasne potlacat’ unavu, zvysuje bdelost’, pozornost’
a schopnost’ stistredenia. Ma mierny moc¢opudny t¢inok.

Voltampérometria je elektroanalyticka metdda, ktora je zalozena na merani elektrického
pradu, ktory pretekd elektrochemickym c¢lankom, ak sa elektrodam systému vnuti urcité
napitie. Meranie pradu poskytuje informacie o kvalitativnom a kvantitativnom zlozeni
elektrolyzovaného roztoku, o rychlostiach chemickych reakcii, ktoré st spojené s elektrodovym
procesom.

Predpokladame, Ze voltampérometrické metody (CV, DPV) buda v porovnani s klasickymi
titraCnymi postupmi efektivnejSie a presnejSie. Ocakava sa, ze umoznia sledovat’ zmeny v
redoxnom spravani vitaminu C pri pritomnosti kofeinu, ktory moze zniZzovat’ jeho antioxida¢nu
aktivitu a sposobovat’ posun alebo pokles oxidacného piku. Predpokladdme jednostrannu
interakciu, pri ktorej sa potlaci elektrochemicky signal vitaminu C, zatial’ ¢o spravanie kofeinu
zostane stabilné. Zarovei sledujeme vplyv poradia pridavania latok na adsorpciu na elektrode
a priebeh oxidacie, ¢o moze ovplyvnit’ vznik synergie alebo analdgie medzi latkami.

Primarnym cielom je elektrochemicky analyzovat' interakciu kofeinu a vitaminu C
pomocou voltampérometrickych metéd (DVP, CVP) a ur¢it, ¢i medzi nimi dochadza k
synergickému efektu, analogii alebo vzajomnému neovplyviiovaniu. Ciel'om prace je zaroven
poukézat’ na efektivitu voltampérometrickych metdd pri skiimani latok. Dalim ciefom je najst
a nakombinovat’ vhodné experimentalne podmienky — najméa vyber timivého roztoku (pufra) —
ktory umozni zaznamenanie voltampérometrickych signalov kofeinu a vitaminu C v jednom
roztoku.

Experimentailna ¢ast’

V experimente sa porovnava spravanie jednotlivych latok a ich zmesi na uhlikovych
elektrodach, pricom sa sleduju zmeny v potenciali, intenzite a tvare pikov. Zaroven sa
optimalizuje vyber vhodného tlmivého roztoku a elektrolytu, ktory umozni zaznamenanie
signalov oboch latok v jednom roztoku.
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Stanovenie kyseliny askorbovej bolo realizované metddu diferencnej pulznej
voltamperometrie (DPV) za pouZitia sietovotlacovej uhlikovej elektody. Zakladny elektrolyt
tvoril vodny roztok KCI.

Po zostrojeni kalibra¢nej krivky sme vykonali meranie pridavku standardu.

Metddu cyklickej voltampérometrie sme realizovali pri merani kombindcii roztokov
vitaminu C a kofeinu. Na toto meranie sme pouzili trojelektrodovy systém s pracovnu elektrodu
7o sklovitého uhlika, pomocnu platinovu elektrodu 1. druhu a referenénu argento-chloridova
elektrodu 2. druhu. Na to aby sme docielili vidite'nost’ pikov oboch latok na grafe sme merania
realizovali najprv vo fosfatovom tlmivom roztoku pri pH 7,4 , ktory bol nevyhovujici. Dalsie
merania boli realizované v prostredi tlmivého roztoku Brittona-Robinsona s pH 2,09; 3,29;
4,10; a 5,02.

Vysledky

Vysledky mozu prispiet’ k lepSiemu pochopeniu spravania kofeinu v biologickych a
farmaceutickych systémoch, kde je vitamin C Casto pritomny, a zaroven k vyvoju novej
voltampérometrickej metédy vhodnej na analyzu komplexnych zmesi.

Diskusia

Vysledky merani potvrdili odlisné redoxné spravanie oboch latok v zavislosti od pH
prostredia. Kyselina askorbova vykazovala vyrazny oxida¢ny pik v kyslom prostredi. kofein
mal stabilny signal v mierne kyslom az neutralnom prostredi. Zaznamenali sme, Ze pritomnost’
kofeinu ovplyviiyje signal vitaminu C, dochddzalo k posunu piku alebo zmene jeho intenzity.
Poradie pridavania latok do roztoku mohlo ovplyvnit’ adsorpciu na povrchu elektrody a tym
aj vysledny signal, ¢o naznaCuje potrebu d’alSieho skiimania kinetiky a mechanizmu interakcie.

Metéda je vhodnd na analyzu energetickych napojov, vyzivovych doplnkov, ¢i
farmaceutickych pripravkov.

Zaver

Voltampérometria sa ukazala ako citliva a efektivna metoda na analyzu vitaminu C a
kofeinu. Vyber vhodného timivého roztoku a elektrodového systému je kl'u€ovy pre simultannu
detekciu oboch latok. Vysledky naznacuju moznost’ aplikacie tejto metddy v potravinarstve,
farmacii a pri vyvoji analytickych postupov pre komplexné zmesi.
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Uvod

Mlieko patri medzi zékladné potraviny dennej spotreby. Pozostava z vody, tuku, bielkovin,
laktézy a mineralov. Aflatoxiny, patriace medzi najtoxickejsie mykotoxiny, st produkované
najmi vlaknitymi hubami rodov Aspergillus, ako su Aspergillus flavus a Aspergillus
parasiticus. S0 to komplexné organické latky bez zapachu a chuti. Maju karcinogénne,
hepatotoxické a mutagénne uéinky. Za najviac karcinogénny sa povazuje aflatoxin B1 [1].
Aflatoxiny kontaminuju viacero druhov potravin, najastejsie je to kukurica, pSenica, slne¢nica
a bavlna. Po poziti kontaminovanej plodiny zvieratom sa toxiny vstrebavaji v dvanastniku
a krvnym obehom sa dostant do pecene. V peceni prebehne metabolizmus pomocou enzymov
cytochromu P450. Metabolizmus zahifia hydroxylaciu a vznika aflatoxin M1 (AFM1). Potom
sa AFM1 prostrednictvom krvného obehu dostane do mlie¢nych zliaz [2]. Hlavnym cielom
préce bolo sledovat’ obsah aflatoxinu M1 vo vzorkach mlieka a zhodnotit’ jeho vyskyt na tizemi
Slovenska. Vedlaj$imi cielmi prace bolo porovnat vyskyt AFM1 v kravskom mlieku vo
vybranych krajinaich Eurdpy a zistit' zdravotné rizika spojené s konzumaciou aflatoxinu
v mlieku. AFM1 je tepelne stabilny, o znamena, ze odolava vysokym teplotam pri pasterizacii.
Preto ho nie je jednoduché odstranit’ po¢as spracovania mlie¢nych vyrobkov. Najpouzivanejsia
metoda na analyzu aflatoxinov je kvapalinova chromatografia. VSeobecne s chromatografické
metddy pouzivané na potvrdenie vysledkov a na presné urcenie obsahu aflatoxinov [3].

Aflatoxin B1 (AFB1) Aflatoxin M1 (AFM1)

Obr. 1 Struktarny vzorec aflatoxinu B1 a aflatoxinu M1
Experimentalna ¢ast’
V experimentalnej Casti sa na pritomnost’ aflatoxinu M1 analyzovalo 20 vzoriek mliek,
ktoré boli ziskané z viacerych fariem na Slovensku. Na zaciatku sa musel z mlieka odstredit’

tuk, ktory by rusil stanovenie AFM1. To sa uskutoénilo pomocou odstredivky nastavenej na
3000 rpm po dobu 20 min. Po odstraneni tuku sa z kazdej vzorky napipetovalo 30 ml. Extrakcia
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AFMI sa robila pomocou imunoafinitnych koloniek, kde v prvom kroku sa kondiciovali
vypustenim pritomného roztoku (fosfatovy pufor). Druhy krok bolo nanesenie vzorky pomocou
striekaciek a prekvapkavanie do kadicky. Treti krok bolo premyvanie s destilovanou vodou,
kvoli odstraneniu necistot. A poslednym krokom bola samotna elucia AFM1, na ktora sa
pouzivali dva roztoky, acetonitril s metanolom a destilovana voda. Tento roztok s AFM1 sa
potom prefiltroval cez striekackovy filter do vialky pre HPLC stanovenie. HPLC podmienky
boli nasledovné: Mobilna faza — voda : acetonitril (80:20), stacionarna faza — koléna s C18
fazou (2,1 x 150 mm, velkost’ €astic 5 pm), prietok mobilnej fazy — 0,7 ml/min , ¢as analyzy —
7 minut, eluény ¢as AFM1 — 4,5 minuty, fluorescenény detektor — exitaéna vinova dizka (360
nm), emisné vinova dizka (440 nm).

Vysledky a diskusia

Hlavnym cielom prace bolo sledovat’ obsah aflatoxinu M1 vo vzorkdch mlieka na
Slovensku. Analyzovalo sa 20 vzoriek, konkrétne to bolo 18 vzoriek kravského mlieka, 1
vzorka kozieho a 1 vzorka materského mlieka. Zo vSetkych vzoriek bolo 6 pozitivnych, v
koncentraciach od 13,2 do 526 ng/l, a 14 negativnych na AFM1. Z toho 2 vzorky prekrogili
maximalnu povolena hodnotu, ¢o je 50 ng/l, ktora stanovila Eurdpska Unia. Vedl'ajsim ciefom
bolo porovnat’ vyskyt AFM1 v krajinach Eurdpy v rokoch 2012-2024. Vysledkami sa zistilo,
ze najviac pozitivnych vzoriek bolo v Macedonsku, Srbsku, Chorvatsku a Taliansku. Najviac
pozitivnych vzoriek bolo v rokoch 2014 —2015, a to z toho d6évodu, ze v tomto obdobi bol
narast teploty v Eurdpe a dlhotrvajuce suché obdobie.
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APVV-22-0102.

Zaver

Vysledky ukazuji vyskyt aflatoxinu M1 aj v krajindch s miernym podnebim a poukazuju
na vyznam monitorovania aflatoxinu M1, aby sa zniZil jeho vyskyt a zabranilo negativnemu
vplyvu na ludsky organizmus. Nadlimitné hodnoty predstavuju zdravotné riziko, preto je
dolezité, aby sa mlieko pravidelne testovalo.
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Uvod

Uranové sklo predstavuje fascinujuci material s bohatou historiou siahajiicou do 19. storocia (1, 2).
Vdaka obsahu oxidu triuranu (UsOs) vykazuje charakteristickii zelenozlti farbu a intenzivnu
fluorescenciu pod ultrafialovym svetlom (2). Zatial’ ¢o historické vyrobky v USA obsahovali az 25 %
uranu (1), moderné eurdpske vyrobky st regulované na maximalne 1-2 % (2). Ionizujuce Ziarenie, najma
alfa Castice emitované z rozpadovych radov uranu, maji znamy mutagénny potencial schopny indukovat’
genetické zmeny v zivych organizmoch (3, 4, 5). Tato praca vznikla z potreby vedecky validovat
bezpecnost uranového skla prostrednictvom priameho testovania jeho biologickych ti¢inkov na bunkove;j
urovni. Vhodny eukaryoticky modelovy organizmus na to st kvasinky Saccharomyces cerevisiae.(6, 7).

Ciele prace

Hlavnym cielom vyskumu bolo zhodnotit mutagénny potencial alfa-ziarenia emitované¢ho z
uranového skla a uréit, &i predstavuje realne riziko pre Zivé bunky. Ciastkové ciele zahfiiali: 1.
radiometrické meranie davkového prikonu ionizujiiceho Ziarenia a povrchovej alfa aktivity, 2.
experimentalne overenie mutagénnych uc¢inkov pomocou testu reverznej mutacie na auxotrofnom kmeni
kvasiniek Saccharomyces cerevisiae, 3. syntézu ziskanych udajov do bezpecnostnych odporticani.

Experimentilna ¢ast’

Experimentalna vzorka pozostdvala z 10 ulomkov a 2 guli¢iek uranového skla od vyrobcu Glasstech,
s.r.0. (CR). Radiometrické merania vykonali $pecialisti z Vojenského ttvaru 1056 Zemianske Kostol'any.
Hodnoty davkového prikonu sa pohybovali v rozmedzi 0,730 — 2,780 uGy/h (priemer 1,839 uGy/h),
plosna alfa aktivita dosahovala 3,57 — 13,1 Bq/cm?.

Pre biologické testy bol zvoleny auxotrofny kmen S. cerevisiae BD1-9B s mutaciou v géne pre
syntézu leucinu (leu” fenotyp). Kvasinky boli kultivované v YPD médiu s priamym kontaktom so
sterilizovanymi vzorkami uranového skla v Erlenmeyerovych bankach na trepacke po dobu 24 hodin pri
teplote priblizne 20 °C. Nésledne sa 200 pl suspenzie vysievalo na agarové platne s minimalnym YNB
médiom bez leucinu a koldnie revertantov sa pocitali v priebehu dvojtyzdiovej inkubacie.

Experiment prebiehal za aseptickych podmienok. Pracovny priestor bol sterilizovany UV Ziarenim,
vSetky pomodcky a médid sa sterilizovali v tlakovom hrnci 20 minut, mikrobiologické néstroje vypalenim
v plameni. Kontrolné experimenty zahinali kultivaciu na kompletnom YPD médiu a na minimalnom
médiu bez expozicie ziareniu (8).
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Vysledky a diskusia

Biologické testy preukazali variabilnu, avSak celkovo nizku frekvenciu reverznych mutacii. V prvej
faze (16. — 29. 10. 2025) sa pocet kolonii pohyboval od 0 do 4 (priemer 1,17 + 1,47), kontrolna vzorka
nevykazala rast. V druhej faze (22. 10. — 5. 11.) sa objavilo 1 az 6 kolonii na vzorku (priemer 2,67 +
1,75), zatial’ o kontrolnéd vzorka vykazovala 14 kolonii. Najvyssi pocet revertantov (6 koldnif) bol pri
vzorke 8 s davkovym prikonom 1,315 pGy/h, ¢o neukazuje priamu korelaciu s uroviiou Zziarenia.
Linedrna regresna analyza potvrdila absenciu zavislosti (R =0,0117).

Namerané hodnoty zostavaju pod regulaénymi limitmi. Podl'a slovenského zakona ¢. 87/2018 Z. z.
je maximalna roéna davka pre Studentov 16 — 18 rokov 6 mSv (9). Konzervativny vypocet pri 10-
hodinovej manipulécii s najaktivnejSou vzorkou dava 0,6 mSv — desatnasobne pod limitom.

Alfa ¢astice maju v atmosférickom vzduchu extrémne kratky dolet a st efektivne zastavené vrstvou
mritvych buniek pokozky alebo tenkym materidlom (1, 5). VacSina energie alfa Castic zostala
absorbovana v skle alebo v tekutom médiu, ¢im sa minimalizovala interakcia s bunkami kvasiniek. Tento
mechanizmus vysvetl'uje absenciu vyrazného mutagénneho efektu.

Limitacie §tadie zahfiiaju maly pocet opakovani, kratku dobu expozicie (14 dni) a vyuzitie jedného
typu biologického testu. Kvasinky poskytuju cenné informacie o mutagénnych mechanizmoch, avsak
nemozu plne simulovat’ odpoved’ mnohobunkovych organizmov.

Zaver

Vysledky jednoznacne preukazuju, Ze pri beznom zaobchadzani s neposkodenym uranovym sklom
nepredstavuje material vyznamné riziko genetického poSkodenia zivych buniek. Namerané tGrovne
ziarenia neprekracuji bezpecnostné limity a testy nepreukazali signifikantny narast mutacnej frekvencie.

Odporacame dodrziavanie bezpecnostnych opatreni: uranové sklo pouzivat’ vyhradne na dekorativne
ucely, minimalizovat’ dlhodoby kontakt s pokozkou a zamedzit styku s potravinami ¢i kyslymi
tekutinami (1, 2).

Pre vyrobcov navrhujeme: 1. homogénnejSie rozptylenie uranu v sklovine, 2. transparentné
oznacovanie vyrobkov s hodnotami ziarenia a obsahu uranu, 3. pripojenie bezpe¢nostnych odportacani v
slovenskom a ¢eskom jazyku.

Tato praca prispieva k studiam hodnotiacim biologické u¢inky nizkych davok ionizujiceho ziarenia
a poskytuje Specifické udaje o uranovom skle, ktoré v literature chybali. Vysledky podporuju
zodpovedny pristup k vyrobe a pouzivaniu predmetov z uranového skla.
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Uvod

Pesticidy predstavuji rozsiahlu skupinu chemickych latok pouzivanych na ochranu
pol'nohospodarskych plodin pred Skodlivymi organizmami a stali sa nevyhnutnou stcastou
moderného pol'nohospodarstva. Vyznamna tloha pesticidov pri ochrane potravin viedla k ich
masivnemu celosvetovému pouzivaniu v pol'nohospodarstve a naslednej detekcii v Zivotnom
prostredi [1]. Pesticidy mozu kontaminovat' okolit¢ povrchové aj podzemné vody, ¢o vedie
k ekologickym i zdravotnym problémom. Ramcova smernica o vodach 2000/60/ES [2], ktora
zavizuje ¢lenské $taty EU dosiahnut’ dobry kvalitativny aj kvantitativny stav vod, ustanovuje zoznam
prioritnych latok, ktoré si monitorované vo vodach, vratane niekol’kych pesticidov.

Na analyzu vécSieho poétu analytov je potrebna ich separacia, najcastejSie plynovou alebo
kvapalinovou chromatografiou. Vodné vzorky je potrebné pred analyzou vhodne upravit’, aby boli
kompatibilné s chromatografickym systémom a pesticidy zakoncentrovat. Aby sa predchadzalo
pouzivaniu velkych objemov toxickych organickych rozpustadiel a materidlov, do popredia sa
dostavaju mikroextrakéné techniky, ktoré znizuji naklady na tUpravu vzorky aj mnoZstvo
vyprodukovaného odpadu.

Praca je zamerana na testovanie mikroextrakénej techniky MEPS — mikroextrakcia v striekacke
naplnenej sorbentom, na izolaciu pesticidov zo vzoriek environmentalnych vdd za pouzitia roznych
extrakénych rozpustadiel a s naslednou analyzou pomocou plynového chromatografu s detektorom
elektronového zachytu (GC-ECD).

Experimentalna ¢ast’

Technika MEPS pozostava zo 4 krokov: kondicionovanie, naberanie vzorky,
preplachnutie/susenie a eliicia analytov. Na krok kondicionovania bola pouzita deionizovana voda
a metanol, obe v objeme 50 pL zopakované piatkrat. Do striekacky sa po kondicionovani nabral
objem vodnej vzorky 50 pL anasledovalo suSenie sorbentu. Sorbent pouzivany vo vsetkych
experimentoch bol silikagél modifikovany oktadecylovymi funkénymi skupinami (C18). Susenie
spocivalo v nasavani 100 pL vzduchu $tyrikrat. Poslednym krokom bola elucia analytov extrakénym
rozpustadlom v objeme 30 pL. Testovanymi extrakénymi rozpustadlami boli: metanol, etanol,
etylacetat, amylacetat, aceton, hexan a toluén. Vsetky extrakty boli analyzované pomocou systému
GC-ECD.

Vysledky a diskusia

366



Realizovala sa §tudia aplikovatel'nosti mikroextrakénej techniky MEPS ako nahrady konveénych
technik ako napr. extrakcia tuhou fazou alebo extrakcia v systéme kvapalina-kvapalina, na izolaciu
vybranych pesticidov zo vzoriek environmentalnych vod. Hodnotena bola extrakéna vytaznost pre
8 pesticidov (chlorpyrifos, chlorpyrifos-metyl, cypermetrin, cyhalotrin-A, deltametrin, bifentrin,
permetrin a esfenvalerat), a to porovnanim plochy piku z chromatogramu analyzy roztoku pesticidov
ako referenénych materidlov v rozpustadle na pozadovanej koncentracnej urovni a z analyzy
extraktov ziskanych technikou MEPS. Hodnotila sa extrak¢nd ucinnost 7 rozpustadiel s cielom
vybrat’ najvhodnejsie z nich z hl'adiska extrakénej ucinnosti ako aj z hl'adiska zelenosti navrhovane;j
metddy.

Zaver

V predlozenej praci sme Studovali techniku MEPS pre izolaciu 8 pesticidov z vody. Extrakty boli
analyzované kombinovanou technikou GC-ECD. Pre MEPS sme testovali 7 chemikalii ako
extrakénych rozpust'adiel, z ktorych najpriaznivejsie vysledky poskytol metanol. Planom do budticna
je testovanie réznych objemov vzorky ardznych typov sorbentov pre optimalizaciu extrakénej
vyt'aznosti.
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Uvod

Obnovitelné zdroje sa spolichaji na prirodzené deje, ktoré Casto byvaju nepravidelné a
nespolahlivé (ako svit slnka, & rychlost vetra a vin). Preto sa pri otazke obnovitelnej energie z
obnovitel'nejsich zdrojov hl'ad4 efektivny sposob jej uskladiiovania, ¢im by sa umoznilo pravidelné
zasobovanie energiou aj napriek ¢astym fluktuaciam v jej produkecii [1]. Jednym z rieSeni je vodikova
ekonomika, kde je vodik ako nosi¢ energie. Z tohto dovodu sa v poslednych rokoch optimalizuja
metddy vyroby vodika, jebo transportu a skladovania [2].

Jednou z moznych metod produkcie vodika pre plan vodikovej ekonomiky je elektrolyza vody
[3]. Spomedzi roznych spdsobov elektrolyzy je alkalicka elektrolyza vody najrozsirenejSou metdédou
v priemysle, je v§ak potrebné zvysit’ jej efektivitu. Hl'adanim efektivnych katalyzatorov sa napreduje
k postupnému znizovaniu ekonomickych nakladov na vyrobu vodika a tym priamo aj k umozneniu
jeho Sirokej aplikacie [4]. Jednou z moznych metdd pripravy heterogénnych katalyzatorov je 3D tlac,
ktora umoznuje tlacit’ zlozité poérovité Struktary, ktoré by mohli plnit’ Glohu elektrod/katalyzatora
v alkalickej elektrolyze vody [5]. Cielom tejto prace bolo pripravit elektrodu pre alkalicka
elektrolyzu vody pomocou 3D tlace.

Experimentalna cast’

Vzorky sa pripravovali pomocou 3D tlade. Design vzoriek prebiehal v softvéri PrusaSlicer,
priCom sa vybrali rozne geometrie vyplne - ,,Lines®, ,Rectilinear, ,,3D Honeycomb®, ,,Cubic®,
,»Qyroid“ a ,,Honeycomb*. Vzorky elektr6d mali podobu platniciek s rozmermi 30 x 30 x 1,5mm.
Tla¢ prebiehala na komeréne dostupnej tlaciarni Ender 5 Pro. Na tla¢ vzoriek sa pouzil kompozitny
filament pozostavajuci z niklu a PLA polymérneho pojiva.

Vzorky sa nasledne vlozili do pece, kde sa pomocou nastaveného teplotného rezimu docielilo
odstranenie polymérnej Casti, tzv. Debind process, pricom zostal jemne pozliepany niklovy prasok,
ktory si zachoval tvar pdvodného vytlacku. Druhou fazou bolo spekanie vo valcovej peci, aby sa
docielila vysledna pevnost’ a celistvost’ materialu. Spekanie sa uskuto¢nilo v prostredi reduk¢nej
atmosféry (latm, 95% Nz + 5% H>) za ucelom zamedzenia oxidacie vzoriek a vzniku NiO.

Vyspekané vzorky sa charakterizovali pomocou optického mikroskopu a vypocitalo sa zmrstenie
vzoriek. Vzorky sa testovali v laboratornom zero-gap elektrolyzéri s polymérnou anidn-selektivnou
membranou. Ako anoda sluzila niklova pena, pripravené vzorky plnili Glohu katddy. Ako elektrolyt
sa pouzival roztok KOH s koncentraciou 10 hm. %.

Zatazové merania v zero-gap elektrolyzéri prebiehali v potenciostatickom rezime. Do systému sa
postupne vkladalo napétie v intervale od 1,5 V do 2 V po krokoch 0,05 V. Merania boli vykonavané
po dobu 1 minuty, pricom sa zaznamenavala hodnota pradu.
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Vysledky a diskusia

Ako referencna vzorka pre porovnanie nasich pripravenych vzoriek sa zvolila niklova pena, ktora
sa Standardne pouziva aj v inych publikaciach [6, 7]. Zavislosti pradovej hustoty od vkladaného
napétia vykazuju zdanlivy exponencidlny stapavy charakter pre vSetky vzorky, ¢o sa zhoduje
s vysledkami obsiahnutymi v literature [4]. V porovnani s hodnotami dosiahnutymi niklovou penou
dosiahli vSetky pripravené vzorky lepsiu efektivitu. Vzorka s vypliiou ,,Gyroid“ sa preukazala mat’
najlepsi aj najstabilnejsi vykon, najma pri vyssich hodnotach napétia.

Z hladiska vysledkov deformacii tvaru si vzorky ,,Honeycomb* a ,,3D Honeycomb* udrzali svoj
tvar najlepSie a zaroven boli stabilnejSie vo¢i zmrSteniu. Vzorka tvaru ,,Lines“ sa preukéazala ako
najnachylnejsia na deformacie tvaru a zmrStenie. K najvacsej miere zmrstenia (26,67%) doslo pri
vzorke ,,Gyroid“. Po¢as merani nedoslo k vizudlnemu poskodeniu u ziadnej zo vzoriek.

Zaver

Struktury vzoriek boli navrhnuté na zaklade réznorodej geometrie aktivnej plochy s ¢elom
overenia potencialnej zavislosti efektivity a vykonu elektrody od jej geometrie. Vzorky sa testovali
v laboratérnom zero-gap elektrolyzéri pre alkalicku elektrolyzu vody. Zistilo sa, ze efektivita vzoriek
zavisi od pouzitej geometrie. VSetky pripravené vzorky dosiahli vysSiu efektivitu ako referenéna
niklova pena. Najlepsie vysledky dosiahla vzorka s vypliiou ,,Gyroid®.
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Rezistencia na lie¢iva predstavuje jeden z najzavaznejSich problémov stcasnej mediciny. Vznika
ako dosledok schopnosti patogénnych mikroorganizmov alebo abnormalnych buniek prispdsobit’
sa uc¢inkom lie¢iv, ¢im sa znizuje ucinnost’ farmakoterapie a komplikuje priebeh ochorenia. Tento jav
sa vyrazne prejavuje najma pri liecbe infekénych ochoreni, autoimunitnych portich a onkologickych
diagnodz, kde priamo ovplyviiuje progndzu pacientov a zvySuje Gmrtnost’. Neustale narastajuci vyskyt
rezistentnych kmenov a nadorovych buniek vytvara naliehavi potrebu hladania novych,
efektivnejsich terapeutickych rieseni.

Mechanizmy vzniku rezistencie si mimoriadne komplexné a zahffiaju napriklad zmeny
v cielovych S§truktirach lieCiv, zvySenii expresiu transportnych proteinov zabezpecujlicich
ich vyluCovanie z bunky, ako aj genetické mutacie umoziujuce adaptaciu patogénov. Pochopenie
tychto procesov je nevyhnutnym predpokladom pre tspe$ny vyvoj novych lieCiv, ktoré dokazu
rezistenciu obist’ alebo ju aspon spomalit’.

V sucasnosti sa pri rieSeni tohto problému uplatiiuje viacero pristupov. Patri sem kombinovana
terapia, ktora vyuziva synergicky U¢inok viacerych lieiv sucasne, personalizovana medicina
zalozena na genetickom profile pacienta, ako aj racionalizovany vyvoj novych farmakologicky
aktivnych latok.

V ramci nasej prace sme sa zamerali prave na vyvoj novych lieiv, konkrétne na zluceniny
odvodené od adamantanu. Adamantan a jeho derivéaty predstavuju mimoriadne perspektivnu skupinu
zlG¢enin v medicinskej chémii vd’aka ich stabilite, lipofilnému charakteru a schopnosti interagovat’
s biologickymi membranami. Mnohé zname farmakd, ako napriklad amantadin ¢i rimantadin,
su zalozené prave na tejto Struktire, o potvrdzuje jej vyznam vo farmaceutickom vyskume [1-6].

V experimentalnej ¢asti sme sa zamerali na syntézu troch novych derivatov s adamantanovym
skeletom, ktoré podla udajov z medzinarodnej chemickej databizy SciFinder doposial’ neboli
opisané. Vyber vychodiskovych latok a reakénych podmienok bol navrhnuty tak, aby sa dosiahla
vysoka Cistota a vytaznost' produktov a zaroven sa zachovala stabilita adamantdnového jadra.
Syntéza prebiehala v niekolkych reakénych krokoch, pricom kazdy medziprodukt bol priebezne
kontrolovany pomocou tenkovrstvovej chromatografie (TLC) a Cisteny vhodnymi extrakénymi
a rekryStalizaénymi postupmi.

Kazdy =z pripravenych derivatov bol nasledne komplexne charakterizovany pomocou
spektroskopickych metdd. Ziskané spektra potvrdili predpokladant Struktaru vsetkych
syntetizovanych zlicenin, pricom boli identifikované typické absorpéné pasy pre adamantanové jadro
a charakteristické signaly zodpovedajtice substituentom v jednotlivych poziciach.

Po uspesnej Strukturalnej charakterizacii sme nové zluceniny podrobili biologickému testovaniu
zameranému na overenie ich potencidlnej cytotoxickej aktivity. Testovanie sa uskutoénilo na
leukemickych bunkovych linidch. Hodnotila sa najmd Zivotaschopnost' buniek (cell viability)
po expozicii roznym koncentraciam testovanych zlucenin, ¢o umoznilo stanovit’ ich uéinnost’
a pripadnu selektivitu vo¢i nadorovym bunkam.
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Predbezné vysledky ukazali, ze vSetky tri syntetizované derivaty vykazovali urcity stupenl
biologickej aktivity, pricom jeden z nich preukézal vyraznejsi inhibi¢ny u¢inok na rast leukemickych
buniek. Tieto pozorovania naznacuju, ze vhodna modifikécia substituentov v adamantanovom skelete
moze vyznamne ovplyvnit’ biologicku u¢innost zliceniny.

Ziskané udaje poskytuju prvotné, ale vyznamné poznatky o potencidalnom farmakologickom
vyuziti tychto latok a zaroven naznacuju mozné smerovanie ich d’alSej optimalizacie. Vysledky nasej
prace teda potvrdzuju, ze adamantanovy skelet predstavuje perspektivnu §trukturnu platformu pre
syntézu novych farmakologicky aktivnych zlucenin.

Na zéklade ziskanych poznatkov mozno konstatovat, Ze syntetizované derivaty adamantanu
by mohli sluzit’ ako vychodiskové latky pre d’alsi vyskum antineoplastickych ¢i antivirusovych lieciv,
a zaroven by mohli prispiet’ k h'adaniu novych sposobov, ako prekonat’ alebo aspon spomalit’ rozvoj
rezistencie voCi stcasne pouzivanym lieckom. Tymto spdsobom praca prispieva k rozsireniu
poznatkov o moznostiach vyuzitia adamantanového skeletu vo farmaceutickom vyskume a podporuje
hl'adanie inovativnych terapeutickych stratégii pre budicnost’ modernej mediciny.
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Rychly rast svetovej produkcie plastov prinaSa okrem hospodarskych vyhod aj zavazné
environmentalne problémy. Preto sa v sucasnosti intenzivne hl'adaju alternativne materialy, ktoré by
dokazali tieto polyméry nahradit, a pritom boli ekologicky prijatelné a ekonomicky realizovatel'né.
Jednou z perspektivnych ciest je vyuzitie prirodnych vlakien alebo pol'nohospodarsky odpad, ako st
ryzové Supky. [1]

Ryzové Supky (obr. 1), vznikajuce ako vedl'ajsi produkt spracovania ryze, st bohaté na celulézu
(obr. 2), lignin a oxid kremicity, vd’aka ¢omu maji vhodné vystuzné a plnivové vlastnosti. Okrem
toho st l'ahko dostupné, nizkonakladové a predstavujii vyznamny zdroj biologicky rozloziteného
materialu, ktory sa vo velkom mnozstve Casto nevyuziva. [2]
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Obr. 1 Ryzové Supky Obr. 2 Struktura celulozy

Ciel'om tejto prace je preskumat’ potencidl pol'nohospodarskeho odpadu, konkrétne ryzovych
Supiek, ako obnoviteI'ného zdroja pre tvorbu ekologickych materialov, a pokusit’ sa najst’ vhodny
sposob ich spracovania na biokompozity s vyuzitim v praxi.

Zatial’ ziskané poznatky ukazuju, ze ryZzové Supky by sa mohli vyuzit ako lacny a ekologicky
material. Ich spracovanie pontika moznost’ premenit’ pol'nohospodarsky odpad na uzitocné produkty
s mensim dopadom na Zivotné prostredie. Dal$i vyskum mé ukézat, ¢i by sa z nich dali pripravit
nové vyrobky, ktoré by pomohli znizit' mnozstvo odpadu a podporit’ udrzatel'né hospodarenie.
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Uvod

Moderné elektrochemické metddy sa vyznacuji jednoduchost'ou, finan¢nou nendroc¢nostou,
vybornou citlivost'ou a nizkymi detekénymi limitmi. Umoziiuju rychle stanovenie roznych biologicky
aktivnych latok, lie¢iv ¢ environmentalnych polutantov aj v stopovych mnozstvach. Studovanou
zlu€eninou bol amlodipin (AML), ktory patri do skupiny 1,4-dihydropyridinovych derivatov. Ide o
blokator vapnikovych kanalov (antagonistu vapnika) pouzivany pri lieCbe arteridlnej hypertenzie a
anginy pectoris. Napriek jeho Sirokému vyuzitiu v terapii je presné a rychle stanovenie AML v
biologickych a farmaceutickych vzorkach stale predmetom vyskumu.

Ciel'om prace bolo vyvinat’ novu, rychlu a jednoduchu elektrochemickil metddu na stanovenie
AML v jednej kvapke roztoku s vyuzitim sietotlacenej uhlikovej elektrody (SPCE). Tento typ
senzora sa vyraba technikou sietotlace, ¢o umoziluje jednorazové, prenosné a ekologické pouzitie v
malom objeme vzorky [1]. Povrch SPCE mozno dalej modifikovat’ nanomaterialmi alebo
biokomponentmi, ¢im sa zvySuje jeho citlivost’ a selektivita. SPCE senzory sa dnes uispe$ne uplatiiuji
pri monitorovani lie¢iv, environmentalnych kontaminantov, potravinovych doplnkov aj v klinickej
diagnostike, a preto predstavuju univerzalny nastroj modernej elektroanalytickej chémie.

Experimentalna ¢ast’

Elektrochemické merania boli uskutoénené pomocou analyzatora Autolab PGSTAT 101
(Metrohm) s vyuzitim softvéru NOVA 1.11. SPCE senzor (Dropsens, Metrohm) sa sklada z
keramického substratu, na ktorom je umiestnena uhlikova pracovna elektroda (priemer 4 mm),
uhlikova pomocna elektroda a Ag/AgCl referencna elektroda. Zasobny roztok a pracovné roztoky
AML boli pripravené rozpustenim prislusného mnozstva referenéného materialu v deionizovanej
vode resp. riedenim v Brittonovom-Robinsonovom (BR) tlmivom roztoku s pH 2 az 7. Na SPCE
senzor sa automatickou mikropipetou davkovalo vzdy 50 pl roztoku (Obr. 1). Boli vyuzité techniky
cyklickej voltampérometrie (CV) a diferenénej pulzovej voltampérometrie (DPV).

» g |
Obr. 1 Ukazka SPCE senzora s kvapkou analyzovaného roztoku AML.
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Vysledky a diskusia

Vplyv pH na elektrochemické spravanie 107 mol/l AML predstavuje vyznamny faktor
ovplyviujuci jeho oxidacné vlastnosti. Vysledky Stidia pomocou CV techniky preukazali, ze so
zvySujucim sa pH elektrolytu (BR tlmivy roztok s pH 2—7) dochadzalo k systematickému posunu
potencialového maxima AML smerom k menej kladnym hodnotam (Obr. 2). Tento trend potvrdzuje,
ze elektrochemicka oxidacia AML na SPCE prebieha v ramci protonovo-elektronového mechanizmu,
kde zmeny v koncentracii protonov ovplyviiuji priebeh elektrodovej reakcie. Vysledky d’alej
naznacuju, ze oxidaény prud (/) narastal so zvySovanim pH od 2 do 3, pricom prave pri pH 3 dosiahol
svoje maximum (Eervena krivka na Obr. 2). Dal§im zvysenim pH uz doslo k poklesu I, o moze byt
spOsobené zmenami v ionizanom stave molekuly ovplyviujicimi jej schopnost’ podlichat’
elektrochemickej oxidacii. Spravanie AML sa ukazalo ako ireverzibilné, nakol’ko redukény signal
v spdtnom skene nebol pozorovany. Pre d’alSie merania bol preto ako vhodny elektrolyt zvoleny BR
tlmivy roztok s pH 3.
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Obr. 2 Cyklické voltampérogramy znazorujice vplyv pH BR tlmivého roztoku na oxidacény
signal 10> mol/l AML na SPCE (polarizaéna rychlost 100 mV/s).

V d’alsom kroku boli pomocou DPV techniky $tudované rdzne koncentra¢né hladiny AML na
SPCE a bola zostrojen4 kalibracna krivka. Z nej boli vyhodnotené zakladné validacné parametre, ako
napriklad linearny koncentraény rozsah, citlivost’ a detek¢ény limit.

Zaver

Predkladana elektrochemickd metdda vyuzivajuca SPCE senzor umoznila rychle monitorovanie
AML v malom objeme roztoku (50 pul). Optimalizaciou pH bolo zistené, ze najvyssi oxidaény prad
AML sa dosahuje pri pH 3. Technika DPV preukézala linedrnu zavislost’ medzi oxidaénym pradom
a koncentraciou AML. Metdda mdze predstavovat’ perspektivny, jednoduchy a ekologicky pristup k
elektrochemickej analyze lieGiv.
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