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UdrZitelny vyzkum, vyvoj a vyuka v oblasti chemie

Nerovnomérnost vyvoje ve vétsiné oblasti lidské cin-
nosti neustdle nastoluje otdzku vhodného sméru a tempa
vyvoje a jeho udrzitelnosti. V soucasné dobé je tato otdazka
pochopitelné intenzivné diskutoviana i v chemickych kru-
zich. Z evropské iniciativy vznikla Evropska technologicka
platforma pro udrzitelnou chemii (The European Techno-
logy Platform for Sustainable Chemistry), zkracené nazy-
vand SusChem - viz http://www.suschem.org/. Jejim cilem
Je pri zachovani podminek udrzitelného rozvoje naplnéni
cilii Lisabonské strategie a tedy - mimo jiné - i podpora
vyzkumnych a inovacnich aktivit v ramci Evropské unie
v oblasti chemie a chemického primyslu. Zasluhou Svazu
chemického primyslu CR byla v prosinci 2005 ustavena
Ceska technologicka platforma pro udrZitelnou chemii
(CTP SusChem viz http://www.schp.cz/html/index.php?
Ing=1&sl=1&s2=6&s3=5), jejimz ukolem je podpora
aktivit a iniciativ organizaci pusobicich ve prospéch roz-
voje chemie a chemického primyslu v Ceské republice
a s tim spojenych vedeckych, vyzkumnych, technologickych

vybrany primyslova biotechnologie, materidlové technolo-
gie a reakcni a procesni design. Bez nadsdzky lze Fici, Ze
vSechny tyto oblasti jsou dostatecné akcentovany ve vyuce
prakticky vSech chemicky zameérenych vysokych Skol. Pro
mne jako ¢lovéka s ,,univerzitnim“ myslenim a zamérenim
je neobycejné poucné seznamit se se zpiisobem prdce
a stylem uvazovani v této oblasti a doufam, ze rada zaji-
mavych myslenek a podnetii, které se objevily na celé radé
workshopii poradanych CTP SusChem v oblasti Strategic-
ké vyzkumné agendy a které mohou byt zajimaveé i pro
celou nasi chemickou verejnost, se objevi na strdankdach
Chemickych listi.

Nad otazkou udrZitelnosti rozvoje naseho chemického
prumyslu v obdobi globalizace, prevahy zahranicniho
kapitdlu v této oblasti a presunu priumyslovych vyrob na
vychod, se musi zamyslet povolanéjsi a také to délaji. Na
mne zbyva nékolik poznamek z oblasti udrZitelného vyzku-
mu a vyuky. V oblasti vyzkumu nebezpeci ,, prehrati* znd-
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Uvodnik

SusChem

mé z procesi ekonomickych v zasadeé nehrozi. Mnohem
slozitejsi je otazka preference zdkladniho a aplikovaného
vyzkumu. Nedovedu si predstavit ,,udrzitelny aplikovany
vyzkum bez jeho zdsobovani vysledky vyzkumu zdkladniho.
A viibec se nebojim, ze vysledky opravdu kvalitniho zd-
kladniho vyzkumu nenajdou i praktické uplatneéni, i kdyz
doba od nového poznatku k jeho uplatnéni se pochopitelné
muize vyrazné lisit. Bohuzel sdzeni stromkui, z nichz jednou
vyroste les, ktery prinese prospéch vSem, neni
v soucasném svété orientovaném na rychly a okamzity zisk
prilis popularni. Tim spise by celd nase védecko-vyzkumnad
a vysokoskolskad zdkladna méla na nutnost tohoto procesu
upozornovat. V materialech Krdlovské chemické spolec-
nosti jsem neddavno naSel zajimavou mySlenku: Jednim
schopnych provadet ho na stale vyssi urovni. Této myslen-
ky bychom se méli drzet i pri vysokoskolské vyuce a vyzku-
mu, pri orientaci zaddvanych bakalarskych, diplomovych
i doktorskych praci. Priprava kvalitniho vedeckého a vy-
zkumného  pracovnika miize byt skutecné z celo-
prospéch ziskany tzv. praktickym zamérenim vySe zmine-
nych kvalifikacnich praci. PFi dnesnim stupni rozvoje vy-
robnich sil, kdy nékolik procent populace dokadze vytvorit
vSechny materialové statky potiebné k bezproblémovému
chodu spolecnosti, je spise otazkou politického rozhodnuti,
v jakych , neproduktivnich* oblastech bude vétsina popu-
lace zaméstnana. Financni prostiedky samy o sobé po-
chopitelné nemohou zajistit ani kvalitni vyzkum ani kvalit-
ni vyuku. Ale financni prostredky vhodné investované do
techto oblasti mohou zajistit, aby nejnadanéejsi vrstva po-
pulace vénovala své schopnosti vedé a vyzkumu radéji
nezli obchodu, pojistovnictvi a dalsim nyni tak popularnim
., ziskovym ** odvetvim. A jsem presvédcen, Ze tato investice
by se vratila rychleji nezli rada pochybnych investic nyni
tak detailné probiranych ve verejnych médiich.

Jiri Barek
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1. Uvod

V soucasné dobé¢ se v fad¢ védnich disciplin a vyrob-
nich technologii objevuje velice ¢asto pfedpona nano. Tim
je oznacovana velikost zajmovych objektli v rozmérech
fadu nanometrd. Na této urovni ziskavaji systémy az neo-
Cekavané vlastnosti. Jejich vyzkum a vyvoj patii
k nejrychleji se rozvijejicim oblastem v poslednim dvaceti-
leti'.

K pfipravé polymernich nanokompozitii (NC) se pou-
zivaji takova plniva, vétSinou anorganicka, u kterych casti-
ce dispergované v matrici polymeru maji alesponi jeden
rozmér v fadu nanometrt. V dusledku velkého povrchu
téchto nanoplniv postaci jen nekolik procent pro vyrazné
zlepseni mnohych vlastnosti danych polymeri. Podle tvaru
1ze plniva rozdélit na isodimensionalni ¢astice (napt. pyro-
genni Si0,), vlakna (whiskery — monokrystalicka celuloso-
va vldkna, uhlikaté nanotrubice) a destiCkovité Castice
(grafit, vrstevnaté silikaty). Syntézy a vlastnosti jejich
polymernich nanokompoziti jsou popsany v fadé¢ mono-
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grafii a piehlednych ¢lanka> ™. V tomto piehledu se omezi-
me na nanokompozity polyamidd s vrstevnatymi silikaty.

2. Polyamidy

Linearni  alifatické polyamidy (PA), v USA
i v nékterych jinych anglosaskych zemich oznacované jako
Nylony (Ny), se fadi mezi nejdilezitéjsi polymery, jak pro
nékteré vyjimecné vlastnosti, tak objemem celosvétové
ro¢ni produkce pfes 7 Mt (na PA6 pfipada cca 55 %, na
PA66 cca 40 %). V makromolekulach polyamidd se pravi-
delné opakuje amidova vazba -CO-NH- a jednotlivé typy
alifatickych polyamidu se lisi poctem methylenovych sku-
pin mezi skupinami amidovymi. Prvni synteticky polya-
mid 66 byl vyroben v USA vroce 1938. Polyamidy se
pfevazné pouzivaji ve vlaknafském pramyslu, ale jejich
aplikace jako konstruk¢énich materialli v riiznych odvétvich
rapidné roste'™. Jednotlivé typy alifatickych polyamidi se
identifikuji ndzvem nebo symbolem (PA nebo Ny) a ¢isel-
nym udajem, ktery odpovidd poctu atomt uhliku
v monomeru (monomerech) pouzitych pro syntézu daného
polyamidu. Vyrab¢ji se polykondenzaci diamint a dikar-
boxylovych kyselin (napt. PA46, PA66 a PA612), poly-
kondenzaci aminokyselin (PA11) nebo polymeraci cyklic-
kych monomert — laktami (PA6, PA12)'%"2,
polyamidy aromatické (napf. Nomex, Kevlar). Polyamidy
se zpracovavaji vsttikovanim nebo vytlatovanim. Zvlastni
postaveni maji technologie vyuZzivajici vysoké rychlosti
aniontové polymerace, ktera dovoluje spojit do jednoho
technologického celku polymeraci a tvareni vyrobku, tzv.
polymeraéni odlévani (monomer casting) ve statickych
nebo rotujicich formach, reakéni injekéni vstfikovani
(RIM) a reakéni extruze. Tyto technologie umoziuji vyro-
bu rozmérnych vyrobki riznych tvard, jako desek, trubek,
ozubenych kol i nadrzi na pohonné hmoty.

Polyamidy se vyznacuji vynikajicimi mechanickymi
vlastnostmi, vysokym modulem pruznosti, vysokou tvr-
dosti, pomérn¢ vysokou houzevnatosti a odolnosti vuci
odéru. Vlastnosti téchto materialii je mozno dale modifiko-
vat pfi jejich vyrobé kombinaci riznych diamint a dikyse-
lin, pfipadné¢ i laktami a ziskat tak Skalu materiald
s rozlicnymi vlastnostmi. S ptfisadou mikroplniv (napf.
sklenénych vlaken, grafitu, vapence) jsou béZn€ vyrabény
plnéné polyamidy, jejichz vysledné vlastnosti zavisi na
typu a koncentraci (1040 %) plniva.

3. Vrstevnaté silikaty

Pro syntézu polyamidovych NC se nejvice uplatiiuji
botnatelné hydrofilni fylosilikaty, které tvofi podstatny
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silikatovd vrstva ...,

mezirovinna vzdalenost ............
(door)

tetraedricka vrstva SiOy

oktaedricka vrstva
M (0,0H)s; M=Mg** Fe**, AI**, Fe**

tetraedricka vrstva SiOy

Obr. 1. Priklad struktury vrstevnatého silikatu (MMT)

podil jili, zvlasté mineraly skupiny smektita®*.

V literatufe nanokompoziti je jil (clay) Castym synony-
mem pro vrstevnaty silikat (VS).

Morfologie Castice VS ma nékolik urovni (obr. 1).
Nejmensim utvarem je silikatova zaporné nabitd vrstva
o tloustce ~ 1 nm s pfiénymi rozméry dosahujicimi desitek
nm az nékolik pm v zévislosti na typu silikatu, jeho zdroji
a metod¢ zpracovani. Krystal tvoii nékolik jednotek az
desitek paraleln¢ ulozenych vrstev (mezirovinna vzdale-
nost dgony~ 1 nm), které jsou vzajemné elektrostaticky
poutany nestrukturnimi, snadno vyménitelnymi povrcho-
vymi kationty. Primérni ¢astice minerédlu, velikosti aZ né-
14. Tyto primarni Castice se shlukuji az do milimetrovych
agregatu.

Vrstvu silikatu tvofi 1 nebo 2 vrstvy tetraedrii SiOy4
spojenych spoleénymi kyslikovymi atomy s vrstvami okta-
edri M(O,0H)s , kde M jsou bud’ dvojmocné (Mg, Fe)
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ci uvnitf vrstvy isomorfni substituci centralnich a Si kati-
ontll za kationty s niz§im mocenstvim je dislokovan na
kyslikové atomy obou povrchii a kompenzovan riznymi
povrchovymi kationty. Velikost ndboje CEC (cation ex-
change capacity) se pohybuje od 1 do 130 meq/100 g sili-
katu a li$i se 1 u daného mineralu od loziska k lozisku.
Mezivrstvé kationty (vét§inou Na*, Ca™) jsou hydratova-
telné. Botndni prostoru mezi vrstvami muize vést az
k zéaniku krystald zptisobenému uplnou separaci a rozpty-
lenim vrstev do daného prostiedi (delaminace ¢i exfolia-
ce). Jiné polarni molekuly, na rozdil od vody, mohou me-
zivrstvi krystalu pouze omezené nabotnat (interkalovat) za
vzniku interkalatu se zvétSenou hodnotou digqy).

Nejcasteji pouzivanym, levnym VS je mineral mont-
morilonit (MMT), majoritni podil bentonitl, jejichz ro¢ni
svétova produkce dosahuje desitek milionti tun. Nékolik
nejvétSich svétovych lozisek a producentti rafinovaného
sodného montmorillonitu (NaMMT) je uvedeno v tab. L.
V nepomérné mensi mife se pro pripravu NC pouzivaji
i ostatni mineraly skupin smektitl a saponitti, napf. hekto-
rit nebo skupiny slid, nékteré z nich i syntetické (napf.
fluorohektorit).

Syntézu NC s exfoliovanym VS ve vodném prostiedi
1ze uskutecnit jen u malé skupiny velmi polarnich polyme-
ri. Proto byly hledany metody modifikace (organofilizace)
VS, které by umoznily jejich pouziti pro méné polarni az
nepolérni polymery. Cilem je nejen hydrofobizovat povrch
vrstev silikatu, ale i zvétsit jejich vzdjemnou vzdalenost
a zabezpecCit takové interakce mezi silikdtem, modifikéto-
rem a polymerem, aby vysledny NC byl termodynamicky
stabilni.

Organofilizace se provadi ve vodné suspenzi VS nej-
¢astéji vyménou Na” za riizné organické kationty, prevazné
amoniové®, které maji obvykle dlouhy alkyl a ob&as i po-
larni substituenty9. Firma Southern Clay Product vyrabi
sérii organofilizovanych VS s obchodnim nazvem Cloisi-
te® s derivaty amini piirodniho piivodu obsahujici smési
nestejné dlouhych nasycenych i nenasycenych uhlovodiko-
vych fetézcl: amin z kokosovych ofechii s pfevazujici
délkou fetézcu 12 uhliku, ,,tallow* z rafinovaného Zivocis-
ného vosku s ~ C-18 a z fepkového semene s C-22 (cit.").
V daleko mensi mife je popsano pouziti dusikatych hetero-
cyklickych, fosfoniovych a neiontovych modifikatord.

nebo trojmocné (Al, Fe) kationty. Zaporny naboj vznikaji- S rostouci molarni hmotnosti organického kationtu
Tabulka I
Zdroje a dodavatelé sodného montmorillonitu
Nazev Vyrobece Lozisko CEC® (meq/100g)
Kunipia P® a F® Kunimine Industries Co., Ltd. Yamagata, Jap. 119
Cloisite® Na* Southern Clay Products Inc. Wyoming, USA 92
Na'- MMT (BP-180) Zhejijang Fenghong Clay Chemicals Liu Fang Zi, Cina 85
Co., Ltd.
Nanofil 757 Siid Chemie Bavorsko, SRN 68

*Vyménna kapacita
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(obvykle 200 az 400 g mol™") u t&chto organickych inter-
kalatd (OVS) se zvétsuje vzdalenost mezi vrstvami (o 0,4
az 1,0 nm) a strm¢ klesa jejich vzajemna elektrostaticka
pfitazlivost. Volna energie exfoliace, kterd pifekondva jen
zbyvajici slabé dispersni van der Waalsovy sily, se oproti
pivodnim VS nékolikrat zmensi. Tim je umoZnéna dalSi
interkalace riznymi organickymi molekulami, hlavné mo-
nomerem nebo polymerem, kterd vede az k exfoliaci OVS.
V nékterych pripadech se OVS jesté kointerkaluji polarni-
mi neiontovymi slouCeninami, napf. epoxidem (zvétSu-
jicim do1y na 4 nm)**. Vzacné se organofilizace provadi
pouhou interkalaci VS neiontovymi slouc¢eninami. Hydro-
xylové skupiny centralnich kationtd na bo¢nich hranach
vrstev se nékdy blokuji organickymi silany, zvlasté pfi
ptipravé NC nepolarnich polymert.

Organofilizace VS pfinési i n¢které nevyhody:

(1) zvysuje cenu plniva; (2) dostupnost modifikatorti je
omezena; pouze nékolik typl alkylamoniovych soli je ko-
meréné vyuzivano ve vétsi mife jako zmekcovadel a jejich
toxicita, byt slaba, zpochybnuje uplatnéni v aplikacich pfi-
chazejicich do pfimého kontaktu s potravinami; (3) vysoky
obsah plastifikujictho modifikatoru (cca 20-50 hm.%) cas-
tecné snizuje ztuzujici efekt silikatovych vrstev v polymeru
a (4) produkty termické degradace modifikatoru, vznikajici
u n&kterych OVS jiz od teploty 160 °C (cit.*’), mohou ne-
priznivé ovlivnit vlastnosti NC.

4. Priprava nanokompoziti

Cilem vsech syntéz NC je dosazeni Gplné exfoliace
silikatovych vrstev pro uvolnéni jejich maximalniho po-
vrchu a zajisténi co nejlepsi kompatibility fazi (obr. 2).

Tvorbu NC lIze z termodynamického hlediska povazo-
vat za dvoustupniovy proces — oddaleni vrstev silikatu
a solvataci nové vzniklého povrchu polymerem. Ztrata
entropie polymerniho klubka vméstnaného mezi vrstvy je
priblizné kompenzovana ziskem z jejich oddalovani. Roz-
hodujici roli pak hraji energie vSech vzajemnych interakci
mezi polymerem, silikitem i pfipadnym modifikatorem.
Obtizné experimentalni sledovéani téchto dé&ju si vynutilo
aplikace riznych simulac¢nich metod, které poskytly infor-
mace o interakcich, dynamice a struktute’'*™'”. Napiiklad
bylo zjisténo, Ze velka vazebna energie mezi matrici Nylo-
nu 66 a NaMMT se zmenSuje u organofilizovanych MMT
(OMMT) téméf linearné s rostoucim objemem kvarterniho
amoniového kationtu, jimz je povrch zakryvan. To je zpu-
sobeno tim, Ze kladny naboj kationtu je pfevazné delokali-
zovan na vSechny jeho vodikové atomy a ty také maji ten-
denci interagovat s parcidlnim zapornym nébojem kysliko-
vych atomil tvoficich povrch MMT vrstev'®. Pii porovnani
interakci nanokompozitli Ny6/OMMT s N kationtem odvo-
zenym od kyseliny w-aminododekanové, 1-aminododekanu
a 1,12-diaminododekanu bylo zji§téno, ze interakce mezi
silikatem a modifikatorem jsou n¢kolikrat siln€jsi nez in-
terakce mezi silikdtem a polymerem i mezi polymerem
a modifikatorem. Césteénou pii¢inou malé afinity modifi-
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Obr. 2. MozZnosti interakce vrstevnatého silikatu a polymer-
nich molekul za vzniku nanokompozitu s interkalovanou (a)
a exfoliovanou strukturou (b)

katoru k polyamidu jsou odpudivé interakce mezi alkylem
a nepolarnimi segmenty polyamidu'’. I pies viechny dosa-
zené vysledky simulaci byvaji optimalni volba plniva, jeho
modifikace pro dany polymer a zpiisob pfipravy NC dopo-
sud nejcastéji nalezeny jen pracnou experimentalni zkus-
mou metodou.

Metody syntéz nanokompozitii l1ze rozdélit na tyto
zakladni typy:
1. Polymerizace interkalovaného monomeru ze suspenze
VS nebo OVS v daném monomeru (metoda in situ),
kterou pouziva jen nekolik velkych vyrobct polymeri
pro polyamid 6 (napf. Ube Industries, Unitika a Ho-
neywell).
MiSeni taveniny polymeru s VS nebo OVS je metodou
pozdéji zavedenou, dnes vSak nejrozsifenéjsi. Vhodné
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reologické vlastnosti tavenin NC umoziuji pouziti
béznych zpracovatelskych technologii. MiSenim se
vSak nékdy nedosahne takovych zlepSeni vlastnosti
NC jako metodou in situ.
Z vodného nebo organického roztoku polymeru, ve
kterém je suspendovan VS nebo OVS.
Pii uvedenych syntézach nanokompoziti polymerni
fetézce nabotnavaji krystal silikatu zvétSenim rozméru
kolmého na vrstvy (d(oo1y). Vznika dvouslozkovy interkalat
u VS nebo trojslozkovy u OVS. Pouze v ptipad¢ piizni-
vych kompatibilit vSech slozek pokracuje botnani interka-
latu az do vzniku exfoliovaného nanokompozitu, ve kte-
rém silikat jiz ztraci své krystalické usporadani. Obvykle
NC obsahuje oba morfologické typy. Koncentrace interka-
latu je vysSi nejen pii termodynamickych parametrech
nedostatecnych pro exfoliaci, ale i pti vysokych koncentra-
cich silikatu (nad ~ 10 hm.%) znemoziujicich nahodné
rozptyleni vrstev v matrici.

Rozsah exfoliace VS byva hodnocen pomoci nasledu-
jicich metod:

Difrakce X-zafeni. Chybé&jici reflexe digo1) u vzorku
NC v sirokothlové (WAXS) i malothlové (SAXS) oblasti
je diukazem uplné exfoliace silikatu, s pfesnosti danou
citlivosti detektoru. Pokud je pouzita pouze metoda
WAXS, nepiitomnost této reflexe mize indikovat jak
exfoliaci, tak i interkalaci krystalti s pfibliznou hodnotou
d(oo1)> 5 nm (pii obvyklé vinové délce 0,154 nm), kdy difrakc-
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ni maximum interkalatu je jiz prekryto primarnim paprskem.
Jestlize intenzita rozptylu monotonné roste s klesajicim thlem,
pak je umérna koncentraci exfoliovanych vrstev.

Transmisni elektronova mikroskopie (TEM) je Casové
narocnou, avsak nejvice vypovidajici metodou, pokud je
tada snimkii daného vzorku podrobena obrazové analyze'®.
Je nutno zajistit reprezentativni fezy, pouzit dostatecné
vysokého napéti a kratké expozicni doby, aby se zabranilo
ubytku pozorovanych vrstev destrukci. Lze stanovit pru-
mérné rozmery castic (vysky i délky vrstev), jejich pocet
na pm’ a orientaci. Je prekvapivé, Ze pies extrémné vyso-
ké moduly byvaji pozorované vrstvy casto zohybané az
zmackané, a to tim vice, ¢im vétsim smykovym napétim
byly dispergovany. Pro sledovani morfologie VS
v nanokompozitech se obvykle pouzivaji ob&é uvedené,
navzajem se doplilujici metody.

Protoze mnohé¢ vlastnosti NC (mechanické, reologic-
ké chovani taveniny) jsou silné zavislé na exfoliaci, pak
1ze jeji relativni rozsah porovnat u fady podobnych vzorkd
také stanovenim téchto vlastnosti.

Polymerni NC lze pfipravit s celou Skalou koncentraci
VS. Ovsem ty s pfevazujicim obsahem silikatového plniva
stavaji se spiSe materialy keramickymi. Za optimalni kon-
centraci VS byva povazovana pfiblizn¢ polovina perkolac-
niho prahu’. Ten je definovan koncentraci, pii které se
Castice (v nasem pripadé vrstvy), statisticky dispergované
v matrici, zanou vzdjemné dotykat za vzniku fyzikélni

Tabulka IT
Vlastnosti nanokompozitli Nylonu 6 pfipravenych polymeraci in situ nebo miSenim v tavening
Vzorek X-MMT* MMT® ES o & al" HDT' P, Lit.
X' (CEC)" [%] [GPa]  [MPa]  [%] [°C]
Polymerace in situ
Nylon 6 - 0 1,11 69 >100 > 1508 65 463 6
NCH2 KAD(119) 1,5 1,43 76 > 100 1028 118 152 6
NCHS5 KAD(119) 3,9 1,87 97 7 53¢ 152 88 6
NCHS KAD(119) 6,8 2,11 94 3 17¢ 153 56 6
one pot KAK(119) 4,1 2,25 102 - - 160 200 6
NHM20 Na(85) 2,0 90 10 24" 133 113 20a
MiSeni v taveniné s Ny6"*
Ny6* - 0 2,75 70 300 44 - 266 23
NC Ny6 HMR(107) 1,6 3,49 80 190 43" - 266 23
NC Ny6 HMR(107) 32 3,92 85 120 45" - 266 23
NC Ny6 HMR(107) 4,6 4,59 91 40 45" - 266 23
NCH Na(119) 1,6 1,38 82 - - 102 163 6

*X": KAD - 12-ammoniumdodekanova kyselina, KAK — 6-ammoniumkapronové kyselina, HMR — Kunipia P* bis(hydroxyethyl)methyl
C-22 alkyl (,,rapeseed*) ammonium; ® CEC vyménna kapacita [meq 107 g™']; ° obsah smektitu; ¢ Youngiiv modul pruznosti; ® mez pevnos-
ti, " relativni prodlouZeni pfi pietrzeni, ASTM D638; houZevnatost Charpy (bez vrubu) [kJ m~]; " houZevnatost Izod [J m™'], ASTM
D256; ' tvarova stalost za tepla [1,82 MPa] podle ASTM 648; § pocetné primérny polymeracni stupeii; “Nylon 6 (Capron® B135WP

(Honeywell M, =30 100 g mol™)
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prostorové miize. Hodnota perkolacniho prahu je zavisla
na pomeéru nejdelsiho k nejkrat§imu rozmeéru Castice, tj. na
aspektnim pomeéru. Vrstva primarniho krystalu mineralu
napf. 1 um dlouhd ma aspektni pomér 1000, ten se sniZi
pfi manipulaci, rafinaci, organofilizaci a syntéze NC poly-
merizaci monomeru a jeSté vice pfi miSeni s taveninou
polymeru. V poslednim uvedeném piipadé byva hodnota
aspektniho poméru zcela exfoliovaného VS jen ~ 100
a jesté mensi pii exfoliaci ¢astecné.

4.1. Polymera¢ni metody

Prvymi komercionalizovanymi nanokompozity byly
NC Nylonu 6 s OMMT pfipravené polymerizaci e-kapro-
laktamu jiz v roce 1985 (Toyota Central R&D Labs.) pro
aplikace v automobilovém pramyslu. Prvy patent kompo-
zitu Ny6/OMMT, avsak nedokonalych vlastnosti, byl podan
jiz v roce 1975. Zasluhu na zdokonaleném postupu vhodném
pro vyrobu mél tym védct v laboratofich fy Toyota prova-
dgjici dlouhodoby systematicky vyzkum®™. Dale uvadime
priklady vyvoje syntéz NC a nékteré z jejich vlastnosti
v tab. II.

(a) Zmingni autofi nalezli, ze e-kaprolaktam (KL)
dobfe botnd MMT i jiné smektity organofilizované kyseli-
nou 12-ammoniumdodekanovou (KAD). Pfi polymerizaci
KL roste fetézec polyamidu 6 na karboxylové skupiné
modifikatoru zakotveného amoniovou skupinou na po-
vrchu silikatu a postupné oddaluje az exfoliuje jeho vrstvy.
Touto metodou pfipravili i srovndvaci sérii NC Ny6
s 5hm.% MMT (CEC 119 meq/100 g), syntetické slidy
(100), hektoritu (50) a saponitu (100). V uvedeném poradi
klesal modul pruznosti, pevnost v tahu, tvarova stalost za
tepla (HDT) i velikost interakce NH; /silikat stanovend
pomoci "N-NMR na modelovych interkalatech®. Molarni
hmotnost polyamidu byla zdvisla na koncentraci KAD.
Tento az 60 h trvajici polymerizacni proces pii teploté
260 °C zkratili na 12 h pfiddnim vody (nebo nesuSeného
OMMT). Ptitomna voda hydrolyzuje KL na dalsi iniciator
— kyselinu 6-aminokapronovou (AK). Retézce polyamidu,
které na ni rostou jak polymerizaci KL, tak vzajemnou
polykondenzaci, vSak nejsou zakotveny na silikatu. Jejich
délku lze tidit dobou reakce. Pfidanim AK misto vody
jesté zkratili polymerizacni dobu na 6 h a tento zplsob
komercionalizovali* ®.

(b) Pozdéji pripravu NC jeste zjednodusili — organofi-
lizace NaMMT a polymerace KL probihala v jednom reak-
toru (tzv. ,,one pot“ postup)’. Ve vodné suspenzi Na-MMT
rozpustili KL, AK i silnou kyselinu schopnou ji protonovat
(HCI nebo H3;PO,) a smés zahtivali 6 h na teplotu 260 °C
pfi normalnim tlaku. Mineralni kyselina vSak zptsobuje
korozi reaktoru. Nanokompozity jinych polyamidd, napt.
polyamidu 12 a syntetického fluoroaluminosilikatu'®, byly
ziskany polykondenzaci w-aminokyselin, z nichz malé ¢ast
odpovidajici CEC silikatu byla pfedem protonovana kyse-
linou a interkalovéana do VS.

Dalsi metoda, bez pouziti anorganické kyseliny, vy-
chézela z exfoliované suspenze NaMMT ve vodném rozto-
ku KL, v némz se ¢ast KL zaht4tim hydrolyzovala na AK.
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Polymerace a polykondenzace iniciovana AK probihala pfi
teplot€ 250-260 °C tfi hodiny za zvySeného tlaku a déle tfi
hodiny po jeho uvolnéni. Piestoze NaMMT nebyl zcela
exfoliovan a neprotonované konce fetézci polyamidu ne-
byly poutany k silikatu iontovou vazbou, vyrobek vykazo-
val témeét srovnatelné mechanické vlastnosti s témi pred-
chozimi®® (tab. II). U syntéz NC s nemodifikovanym
NaMMT vznikd polymerizaci KL homopolymer polyamid
6. V pripadé postupu (a) vznika zmékcenéjsi kopolymer
Ny612 s cca 1 hm.% dodecylamidovych segmentii®.

Pro polymerizace KL in situ byly vétSinou pouzity jen
2 typy modifikatord VS: alifatické ®-aminokyseliny
a kvartérni bis(hydroxyethyl)methylalkylaminy.

Uvedené polymerizace KL, tzv. hydrolytické, probi-
haji velmi pomalu i pti vysokych teplotach. Naproti tomu
aniontovou polymerizaci Ize ziskat polyamidy béhem né-
kolika minut i pfti teplotach pod jejich teplotou tani. Tato
metoda se pouziva v nendro¢né technologii polymera¢niho
odlévani (monomer casting) a v reak¢ni extruzi pii vyssich
teplotach'®. Aplikace aniontové polymerizace pro syntézu
NC z OMMT je viak problematicka®®. Pfi¢inou je rychla
vyména organického kationtu za Na' polymeraéniho kata-
lyzatoru (sodné soli KL), ktera vede k agregaci az ke krys-
talizaci exfoliovanych vrstev projevujici se i1 ¢astecnou
sedimentaci vzniklého NaMMT, jenz v suchém KL neex-
foliuje.

Vyse uvedeny problém nenastane pifi pouZziti vodné
suspenze exfoliovaného NaMMT. Po pridani KL je nutno
vodu odstranit, nebot’ deaktivuje aniontovy katalyzator.
Protoze odpateni vody ani za intenzivni sonifikace nepro-
béhne kvantitativng, je nezbytné zvysit koncentraci kataly-
zatoru a/nebo pouzit jen malého (< 1,5 hm.%) mnozstvi
NaMMT?**. Z téchto piikladii je patrné, Ze vyuziti anionto-
vé polymerace laktamd neni pfili§ perspektivni pro syntézu
NC. Pfesto byla Gsp&€$n€ pouZzita pro ztuZeni polymerni
smé&si PA6/polyfenylenoxyd/NaMMT?™. V cit.*' je popsé-
na i kontinudlni aniontova polymerizace KL ve smési s 1
az 3 hm.% OMMT na NC spfadany na vlakna se zvySenou
pevnosti i modulem.

4.2. MiSeni v taveniné

Po zavedeni této metody piipravou NC Nylon 6 /
OMMT trvalo jesté nékolik let, neZ byly nalezeny optimal-
ni parametry organofilizace VS a podminek miSeni.

Pti postupu in situ rostou fetézce polymeru v prostoru
mezi interkalovanymi nebo jiz monomerem exfoliovanymi
vrstvami silikatu. Pfi miSeni musi fetézce roztaveného
polymeru difundovat mezi stisnéné vrstvy krystald OVS
jen malymi bo¢nimi plochami. Je-li dobra kompatibilita
slozek, rostouci botnani krystali vede k postupnému odlu-
povani krajnich vrstev a az k zaniku (exfoliaci) celého
krystalu bez ohledu na mechanické parametry procesu,
které mohou ovlivnit pouze rychlost déje. AvSak pifi malé
kompatibilité se difuze polymeru do VS zastavi na urcitém
stupni nabotnani smétujicimu k rovnovéaze. Vznikly inter-
kalovany krystal miize byt pak §tépen ve smykovém silo-
vém poli, kdy za skluzu vrstev postupné vznikaji tenci
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a tenci krystaly (taktoidy). V tomto ptipadé hraji technolo-
gické parametry miSeni vyznaénou roli"*:. Pokracuje-li
vSak mechanicky vynucené §tépeni krystalii az ke vzniku
termodynamicky nestabilnich, s matrici malo kompatibil-
nich taktoidi nebo dokonce vrstev, rychle dochazi k jejich
zpétné agregaci pfi jakémkoliv néasledujicim tepelném
zpracovani NC.

Pro syntézu NC polyamidu 6 a 6,6 jsou vyhodné&jsi
OMMT s vy$sim CEC? , amoniovy modifikator jen s jed-
nim dlouhym uhlovodikovym a pfednostné i s polarnim
substituentem?’. Reologické vlastnosti tavenin NC
s obsahem silikatu nepfevySujicim 10 hm.% umoznuji
pouziti béznych sméSovacich =zafizeni. Nejcastéji
je pouzivan dvousnekovy extruder pfi sttednim smykovém
napéti. Davkovani plniva az do taveniny a delsi doba zdr-
zeni vedou k lepsim vysledkiim. Pro vyzkumné ucely, kdy
jsou k dispozici mald mnozstvi materiali a je potfeba vy-
zkouset mnoho kombinaci slozek, je dobrou alternativou
microcompouder fy DSM o obsahu 5 cm® (cit.*%). Volbu
otacek i doby zdrzeni je nutno optimalizovat, protoze za-
vislosti aspektniho poméru plniva na uvedenych paramet-
rech vykazuji maxima. Delaminaci podporuje i co nejvyssi
molarni hmotnost polyamidu®~*. Podminkou pro minima-
lizaci degradace polyamidu i modifikatoru je co nejdoko-
nalejsi vysuSeni vSech slozek smési.

Metodou miSeni v taveniné byly pfipraveny nano-
kompozity OVS i s jinymi polyamidy — semikrystalickymi
— PA11 (cit**®), PAI12 (cit."*?*?")  amorfnim (Zytel
330) (cit.”) a také s riznymi silikaty.

Mén¢ cCasto se pouzivaji organicky nemodifikované
VS. Obdobné¢ jako u metody polymeriza¢ni je pro jejich
exfoliaci nutna pfitomnost vody. Ta se mize ptfidat ke
smési polymer/NaMMT v ur€ité fazi miSeni, av§ak vyhod-
vodnou suspenzi NaMMT (cit.”). Snizenim tlaku ke konci
procesu se voda necha odparit. Je pozoruhodné, Ze snizeni
moléarni hmotnosti polyamidu hydrolyzou amidovych sku-
pin béhem procesu je nepatrné.

Metoda miSeni v taveniné je zvlast€ vhodné pro pii-
pravu nanokompozitli polymernich smési. Protoze poly-
amidy nejsou kompatibilni s Zddnym polymerem, dokonce
ani navzajem, vznikaji vzdy vicefazové struktury. Byla
pfipravena fada polyamidovych NC se semikrystalickymi,
napt. s polypropylenem, poly(vinylidenfluoridem), poly
(vinylalkoholem) i amorfnimi polymery. Nejvétsi pozor-
nost byla vénovana smésim s elastomery”°, jimiz lze
eliminovat obvykle nizkou houZevnatost dvouslozkovych
NC, viz kap. 5.2.

4.3. Metoda z roztoku

Draha nebo agresivni rozpoustédla polyamida
(amidy, silné kyseliny, fenoly, fluorované nebo chlorované
alkoholy) i jejich nasledna likvidace ¢ini tuto metodu pii-
pravy NC financné i ekologicky malo vhodnou. Vyjimkou
je ptima tvorba nanovldken elektrospradanim z roztoki
nanokompoziti®*' a mén& &astd piiprava NC filmi rozpust-
nych aromatickych polyamidi®. Neni-li koneénym cilem
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vlaknity material, do vody vysrazeny NC je nutno zbavit
rozpoustédla ditkladnym pranim vodou, vysusit a zpraco-
vat z taveniny™". Do této skupiny lze zafadit i ptipravu NC
emulzni polymeraci.

5. Vlastnosti nanokompoziti
5.1. Struktura a morfologie

Od svych matetskych polymerd se dobie exfoliované
NC s obsahem VS do ~5hm.% li8f jiz na pohled. Jsou
transparentn&j$i a lisovstfikované vzorky maji velmi hlad-
ky povrch.

Krystalizace PA6 je v pfitomnosti VS zrychlena epi-
taxialni nukleaci vedouci ke vzniku y modifikace na rozdil
od obvyklé, stabilngjdi o struktury. Retézce polyamidu
jsou ulozeny rovnobézné s povrchem vrstvy silikatu a kol-
mo k roviné H-miistkil rostouciho krystalu™. Iontova vaz-
ba koncu fetézci a H-mustky amidovych skupin
s povrchem jsou pfi¢inou velmi pevného spojeni matrice
se silikatem.

Rozhodujici vliv na vlastnosti NC ma morfologie VS.
Ta je bud’ interkalovand nebo exfoliovana. Ve vétsing pii-
padi se vyskytuji ob& spole¢né. Obtiznost v jeji charakteri-
zaci tkvi v Siroké distribuci velikosti a tvarli castic.
V krystalech MMT (o modulu ~420 GPa) jsou vrstvy
rovinné, avSak exfoliované vrstvy, které maji snizeny mo-
dul na ~ 170 GPa, se jiz mohou ohybat az mackat. Jejich
distribuce v exfoliovaném stavu neni rovnomérnd. Na mik-
rometrové urovni vznikaji fidké, flexibilni shluky vrstev
postiehnutelnych jen rentgenovou difrakei v ultramalo-
ahlové oblasti**. Nejvétsi nerovnomérnosti je viak orienta-
ce anizotropnich ¢astic VS vznikajici vzdy pii formovani
vyrobku NC za toku taveniny. Napiiklad u lisovstiikova-
ného kvadru exfoliovaného NC z Ny66 o rozmérech
130x13%13 mm byla tloustka orientované oblasti s vrstva-
mi 3IE/IMT rovnobéznymi se Ctyfmi sténami 1,5-2 mm
(cit.™).

5.2. Mechanické vlastnosti

Vysoky modul jednotlivych vrstev VS, jejich speci-
ficky povrch (~ 800 m*g™") i aspektni pomér (~ 100) jsou
hlavni pfic¢inou vyrazného ztuzujiciho efektu i pfi jejich
nizké koncentraci v NC. Pfi neuplné exfoliaci v§ak prudce
klesa aspektni pomér s rostoucim poctem vrstev
v interkaldtech. Napiiklad, moduly v tahu NC Ny6 i Ny66
rostou linedrné do 6 az 10 hm.% OVS a pak se rlst zpoma-
luje. V linedrni oblasti rostou ohybové moduly exfoliova-
nych NC Ny66 s OMMT desetkrat rychleji nez u mikro-
kompozitl s kaolinem a tfikrat rychleji oproti tém se skle-
nénymi vldkny nebo neexfoliovanym NaMMT (cit.’).
Pfestoze v hodnotach modulll a pevnosti neplnény Ny66
pred¢i Ny6, u jejich NC plati opak jiz od 1 hm.% obsahu
MMT (cit."®). Piiginou je obecné lepsi exfoliovatelnost
OMMT v Nyé6.

Pomoci teorii kompoziti (Halpin-Tsai, Mori-Tanaka)
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Vliv typu elastomeru a Cloisitu v nanokompozitech polyamid 6/elastomer/Cloisite (90/5/5 hm.%) na velikost domén elas-

tomeru a mechanické vlastnosti’

Elastomer? Cloisite® vd® [nm] EJEq° Ob/Gbo” aa’
EPR C25A 400 1,49 1,13 2,8
NBR C25A 250 1,50 1,14 4,1
NBR C30B 220 1,51 1,15 3,9
EMA C25A 130 1,55 1,16 2,6
EMA C30B 180 1,57 1,17 3,7

“Elastomery na bézi: ethen-propen (EPR), akrylonitril-hydrogenovany butadien (NBR) a ethen-methylakrylat (EMA); ° organofilizovany
MMT (Southern Clay Product, Inc.); velikost domén elastomeru; YEJ/E; 0v/oue; aaxy — relativni zvySeni modulu pruznosti v tahu,
meze pevnosti v tahu a vrubové houzevnatosti (Charpy) vzhledem k nemodifikovanému polyamidu 6

1ze hodnotit vliv modult, aspektniho poméru a orientace
plniva na rozsah ztuZeni. Pro NC Ny6/OMMT byly ziska-
né vysledky uspokojivé®. Avsak teoreticky piedpoklad, Ze
srovnatelné velké rovinné vrstvy jsou rovnomeérné disper-
govany v matrici, neplati. Disledkem je znac¢né snizeny
modul oproti teoretickému oéekavéani*,

Na rozdil od modul®, zavislosti pevnosti v tahu na
obsahu nanoplniv prochazeji maximy, prodlouzeni pfi
pretrZzeni i razové houzevnatosti klesaji vétSinou jiz od
samého pocatku.

Obecny nedostatek nanokompozitt, tj. snizovani hou-
zevnatosti s rostoucim obsahem ztuzujiciho silikatu, byva
odstranén piipravou NC smési dvou polymerd. Pro matrici
semikrystalického polyamidu posta¢i maly pridavek jemné
dispergovaného amorfniho polymeru. Pro tento Ucel se
prokazaly nejvhodnéjsimi partnery nanokompoziti poly-
amidu 6 nereaktivni kopolymerni elastomery: ethen-
propen (EPR), akrylonitril-hydrogenovany butadien
(NBR) a ethen-methylakrylat (EMA) obsahujici 5 hm.%
elastomeru a 5 hm.% OMMT modifikovaného polarnim
i nepolarnim substituentem (Cloisite 30B nebo 15A, 20A,
25A) (cit.??). Nejvyssi houzevnatosti pfi jen malém sniZeni
ztuzujiciho efektu bylo dosazeno, kdyz exfoliované vrstvy
OMMT dispergované v polyamidové matrici se Castecné
koncentrovaly na mezifdzovém rozhrani -elastomeru,

Tabulka IV
Koeficienty tepelné roztaznosti®

Koeficient délkové tepelné roztaznosti

[cm °C™']
ve sméru toku v kolmém sméru
taveniny

Nylon 6 ° 11,7-107° 11,8-107

NCH 5 * 6,3-107° 13,1107

*Vzorky pfipraveny polymeraci in situ, viz tab. 1T

144

k ¢emuz dochazelo tim vice, ¢im byl elastomer polarné;si.
Tim byla sniZovéana a stabilizovéana velikost jeho domén na
400 az 110 nm, viz tab. III. V tabulce je uvedeno i relativni
zvySeni hodnot moduld, pevnosti v tahu a vrubovych razo-
vych houzevnatosti (Charpy) oproti PA6. Vliv vyssich
koncentraci elastomertt i MMT na uvedené vlastnosti je
diskutovan v praci*’.

Rychlou dynamicko-mechanickou analyzou (DMA)
Ize stanovit teplotu skelného pfechodu (7y) a teplotni za-
vislost moduld G" i G"". U nanokompoziti Ny6/OMMT
vzr06ste G’ pfi teplotach pod 7, 040 % a nad 7, 0 > 200 %
(cit.”).

5.3. Termické vlastnosti

Jednou z nejdilezitéjsich vlastnosti NC je zvyseni
tvarové stalosti za tepla (HDT) o desitky °C, napt. az
087 °C u Ny6 s 5 hm.% MMT (cit.®). HDT vyjadiuje miru
tuhosti materidlu a je definovéna jako teplota pocinajici
deformace vzorku pfi standardnim zatizeni. Naproti tomu
teplota skelného pfechodu 7, , ktera je ddna pohyblivosti
kratkych segmentti polymeru i modifikatoru v nekrystalic-
kych oblastech matrice, se zvySuje (nebo i snizuje plastifi-
kaci modifikatorem) jen o n€kolik °C. Linearni koeficient
tepelné roztaznosti se zmenSuje s rostouci koncentraci
a hlavné orientaci vrstev, avSak jen ve sméru orientace
lisovstiikovaného vzorku® (tab. IV).

NC maji i sniZzenou hotlavost zpisobenou schopnosti
silikatu pfispivat k tvorbé zuhelnat€lé vrstvy. Ta vytvari
izolacni vrstvu snizujici pfestup tepla a branici pfistupu
plynt k hotici zon&*’. Hoflavost NC lze dale podstatné
omezit ptidavkem retardérd hoteni.

5.4. Barierové vlastnosti

Dalsi cennou vlastnosti NC je snizena permeabilita
plynt, par a nizkomolekularnich kapalin. Hlavni pfic¢inou
je znacéné prodlouzeni difuzni drahy kolem nepermeabil-
nich vrstev VS, zvlasté jsou-li orientované rovnobézné
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Obr. 3. Ilustrace difuze molekuly plynu pies folii mikrokompozitu polymer-vrstevnaty silikat (a), exfoliovaného neorientovaného
nanokompozitu (b) nebo exfoliovaného orientovaného nanokompozitu (c)

s povrchem vzorku, jak je dokumentovano na obr. 3. Men-
§i roli hraje sniZzena pohyblivost segmentii polymernich
fetézcl v jejich blizkosti. Permeabilita NC klesa s rostouci
koncentraci VS, stupném exfoliace a orientace. Protoze ve
foliich jsou silikatové vrstvy pievazné ulozeny rovnobézné
s povrchem a penetrant pronika ve sméru kolmém, vyuziva
se snizeni permeability kysliku, H,O a CO, hlavné na oba-
ly potravin. Napf. permeabilita kysliku u NC PA6/2 hm.%
MMT se snizi v porovnani s panenskym polyamidem
044 % (cit.”’).

Na obr. 2 a 3 jsou zndzornény nanokompozity
smatrici amorfniho polymeru. Krystalické lamely
v semikrystalickych polyamidech (které jsou rovnéz ne-
permeabilni po plyny) jsou fadové vétsi v porovnani
s vrstvami silikatu.

6. Zavér

Lze konstatovat, ze nanokompozity polyamidi 6 a 66
s vrstevnatymi silikaty patfi mezi polymerni nanokompo-
zity s nejvice zlepSenymi uZzitnymi vlastnostmi. Zasluhu na
tom maji hlavné amidové skupiny zajist'ujici dobrou kom-
patibilitu se silikdtem i jeho piipadnym vhodné zvolenym
modifikatorem svymi elektron akceptorovymi i donorovy-
mi interakcemi a vodikovymi mastky.

Ptipravou polyamidovych nanokompoziti 1ze zvysit
modul pruznosti, pevnost materidlu a snizit propustnost
pro plyny oproti nemodifikovanému panenskému polyami-
du.  Snizovani  houZevnatosti s obsahem  silikatu
v materidlu lze eliminovat dispergaci jiz malého mnozstvi
elastomerti.

Piestoze puvodni ofekavani rozsahu zlepSeni fady
uzitnych vlastnosti oproti nemodifiovanym materialim se
naplnila jen ¢aste¢n€, nanokompozity polyamidli nasly jiz
komer¢ni vyuziti napf. v automobilovém pramyslu
a v obalové technice.
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Tato prdace byla podporena z prostiedkii MSMT -
projekt MSM 6046137302.
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1. Uvod

Oxidické materialy nachéazeji v soucasné elektronice
uplatnéni v fad¢ aplikaci. PouZivaji se jako funk&ni materi-

aly s vlastnostmi dielektrickymi (izolatory, kondenzatory,
dielektrické filtry a rezonatory, feroelektrické paméti typu
RAM (FeRAM), piezoelektrické aktuétory, senzory), mag-
netickymi (magnety, jadra, Cteci/zapisovaci hlavy) ¢i op-
tickymi (lasery, optické zesilovace, optickd vlakna) nebo
jako konstrukéni materialy (substraty, pouzdra).

Vsystétmu CaO-SrO-Bi,03;-Nb,0s5-Ta,05  existuje
nékolik fazi (smésnych oxida), které jsou predmétem
zajmu jak v oblasti zdkladniho, tak aplikovaného vyzku-
mu. Prakticky nejvyznamnéj$i z nich je smésny oxid
SrBi,Ta,09 (SBT), ktery je feroelektricky a je jiz
v soucasné dobé komeréné vyuzivan jako material pro
vyrobu FeRAM*. SBT tak ptedstavuje alternativu k bézné
uzivanému materialu Pb(Zr,Ti)Os, pficemz kromé nizsi
toxicity pfinasi i dalsi vyhody — kratsi pfistupovou dobu
k informacim a del3i Zivotnost (po&et cyklii psani/Gteni)’.
SBT patii mezi oxidy s vrstevnatou strukturu typu
[Bi202]2+[A,,,_leO3m+1]2’ (tzv. Aurivilliovy faze). Curieo-
va teplota T¢ pfechodu z feroelektrického do paraelektric-
kého stavu byla u slinutych vzorki SBT stanovena
v rozmezi 543 az 608 K. T¢ stejné jako dalsi elektrické
parametry (relativni permitivitu, remanentni polarizaci
a koercitivni silu) SBT lze fidit ¢astecnou nebo Uplnou
substituci tantalu niobem resp. stroncia vapnikem (napf.
pridavek Nb resp. Ca zvySuje T¢). Vyznamnymi se tak
stavaji i dalsi faze, SrBi,Nb,Oy (SBN), CaBi,Ta,0y (CBT)
a CaBi;Nb,Og (CBN).

Dalsi faze, napt. CaNb,Og4, SINb,O, Cay(Nb,Ta),0,
BiNbO,4 nebo BiTaO, nachazeji uplatnéni zejména jako
materidly pro dielektrické rezonatory pro mikrovlnnou
oblast pouzivané napf. v mobilnich telefonech a navi-
gacnich systémech. Sr,Nb,O;, SrTa,O¢ a tuhy roztok
Sr,(Nb,Ta),07 jsou feroelektrika s nizkou koercitivni silou
vhodnéd pro pfipravu struktur MFIS (metal-ferroelectric-
insulator-semiconductor) pro hradla tranzistort fizenych
polem (FET). Monokrystalicky Ca,Nb,O; dotovany prvky
vzacnych zemin je studovan jako vhodny material pro
vyrobu lasert s femtosekundovymi pulsy.

Aby bylo mozné posoudit termodynamickou stabilitu
a reaktivitu jednotlivych fazi za rliznych podminek jejich
pripravy, zpracovani a pouziti, je pro kazdou latku nezbyt-
na kompletni sada konzistentnich termodynamickych dat,
kterymi jsou standardni sluCovaci entalpie a standardni
entropie pfi teploté 298,15 K a parametry teplotni zavislos-
(alternativné parametry teplotni zavislosti molarni Gibbso-
vy energie). Cilem ptedlozené prace je shrnout stavajici
informace o termodynamickych vlastnostech stechiomet-

* FeRAM na bazi SBT vyrabi a dodavaji napf. firmy Symetrix (USA) nebo Matsushita — Panasonic (Japonsko).
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rickych smésnych oxidd v systému CaO-SrO-Bi,0;-
Nb,Os-Ta,05 a dale posoudit moznost pouziti aditivniho
Neumannova-Koppova pravidla pro odhad teplotnich za-
vislosti tepelnych kapacit smé&snych oxidli a empirické
korelace mezi entropii a molarnim objemem, kterd umoz-
fuje predikci molarnich entropii smésnych oxidi.

2. Popis binarnich a vybranych ternarnich
systému

Celkem pétislozkovy systém CaO-SrO-Bi,0;3-Nb,Os-
Ta,0s je formalné tvofen deseti binarnimi podsystémy,
deseti ternarnimi podsystémy a péti kvaternarnim podsys-
témy. V zavislosti na teplot¢ a celkovém slozeni se
v danych systémech miZze vyskytovat fada fazi — stechio-
metrickych smésnych oxidd, tuhych roztokli binarnich
(CaO-Sr0O) i smésnych (SrBi,Ta,0y-SrBi,Nb,Oy) oxidi ¢i
komplexni oxidicka tavenina. Dal$i proménnou, ktera
ovlivituje fazové slozeni téchto systému, je chemicky po-
tencial resp. parcialni tlak kysliku v okoli. Za velmi niz-
kych hodnot p(O,) se uvazované oxidy mohou rozkladat
za vzniku oxidl nizSich (Nb,Os — NbO, — NbO) nebo
pfislusnych prvka. Vliv p(O,) vSak neni v dal$im textu
diskutovan a kyslikova stechiometrie zakladnich oxidd
(valence oxidotvornych prvkll) je uvazovana jako nemeénna.

Zakladni informace o slozeni a stabilité¢ jednotlivych
fazi poskytuji rovnovazné fazové diagramy. Binarni a ter-
narni fazové diagramy pro fadu podsystému jsou uvedeny
ve specialni publikaci Americké keramické spoleénosti’.
Vitab.I jsou uvedeny stechiometrické ternarni oxidy
a tuhé roztoky, kter¢ se v jednotlivych binarnich podsysté-
mech mohou vyskytovat. V nékterych ptipadech jsou ve
sbirce’ uvadény starsi Gdaje, které byly pozdgji zpiesné-
ny. Tak napf. v systému BiO;-Nb,Os byly postupné
popsany dal3i stechiometrické faze — BisNbO; (cit.'* ™)
a BizNb7047 (cit.ls"m) a zptesnén prub&h hranic oblasti
stability tuhych roztokl v ¢asti fazového diagramu bohaté
na Bi,O3 (cit.”’ls). Binarni fazovy diagram systému Bi,0Os-
Ta,Os v celém rozsahu slozeni nebyl dosud publikovan,
atak ternarni oxidy Bi-Ta v tabulce I byly uvedeny dle
literatury” "

Z kvaternarnich stechiometrickych oxida jsou praktic-
ky nejvyznamnéjsi ortorombické faze SBT, SBN, CBT
a CBN. Ackoliv je slozeni SBT (i dalSich fazi) obvykle
zapisovano pomoci stechiometrického vzorce SrBi,Ta,0o,
byly pfipraveny faze s odchylkami od pfesné stechiometrie
1:2:2 a byl studovén vliv nestechiometrického slozeni na
strukturu a feroelektrické vlastnosti téchto materialt'® ",
Tyto oxidy jsou vzajemné misitelné a slozenim prislus-
nych tuhych roztokd I1ze ménit jejich feroelektrické para-
metry22’24.

3. Priprava smésnych oxidi
3.1. Objemové vzorky

Pro piipravu objemovych polykrystalickych vzorkd

148

Referat

Tabulka I
Piehled pevnych fazi v bindrnich podsystémech

Systém Stechiometric- Tuhé roztoky Lit. °
ké smésné

oxidy

CaO-SrO
CaO-Bi203

(Ca,Sr)O
8-Bi,05
B-Bi203-CaO
y-Bi203-CaO

Bi14Cas0y6
BizCaO4
BiGCa4013
Bi2C3205
Caszo()
Casz207
"C3.3Nb203"b
"Ca4Nb209"b
CaTa4011
CaTaZOG
C32T3207
Ca4Ta209

BizSI'O4
BizSTzOS
Bi4Sr6015 2
BiZSr306
BigSVgO]] 2

Sr;Nb;9O27
SI‘szO()
Serb207
SI‘5Nb4015
Sr4Nb209
"Sr(,szOl 1 nb
SrTa4O”
SrTa,0¢
Sr2T8.207
SrSTa4015
Sr4Ta209
Bisz12033
BiNb5014
BigNb ;3057
BiNbO4
Bi5Nb3015
BiTaO4
Bi4T32011
Bi7Ta3013
Bi3TaO7
"Nb4T32015"b

34

CaO-Nb20 5 25

EC 088-089

2

CaO-Ta205 5
EC 090

SI'O-BizO3 8-Bi203
B-BizOg,-SI'O

y-BizO3-SrO

3,5

SrO—Nb205 2

EC 12%5-130

SrO-Ta205 2

EC 131

Bi203-Nb205 8-Bi203 2,

EC 156-157
prevzato
zcit.’
Bi203-T3205

5-Bi,05 7-11

szOS-Tazos a-szOs
a-Ta205

[S-TazOs

25
EC 278-280

2V téchto smésnych oxidech je bismut pétimocny (BiY). °Faze
uvedené v uvozovkach vykazuji jist¢ odchylky od celo¢iselné
stechiometrie. ©U citace’ jsou uvedeny kody piislusnych fazo-
vych diagramii

smésnych oxidi v systému CaO-SrO-Bi,03-Nb,0s-Ta,05
se nejcastéji uziva bud’ standardni keramicky postup nebo
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kombinované metody (oznacované jako ,soft routes®)
zahrnujici kapalnou fazi (roztok jednotlivych slozek)
a nasledné tepelné zpracovani (sol-gel metody a koprecipi-
tatni metody s vyuzitim réiznych reakénich schémat)®.

Keramicky postup vychazi z binarnich oxida Bi,Os,
Nb,Os a Ta,Os a zuhlicitani CaCO; a SrCOs;. Vychozi
smés praskovych prekurzor v pozadovaném stechiomet-
rickém pomeéru je opakované homogenizovana a zahiivana
na teploty cca 800—1200 °C, pii kterych dochazi ke kalci-
naci uhlicitant a vlastni chemické reakci za vzniku poza-
dovaného smésného oxidu.

Koprecipita¢ni metody a metody sol-gel maji oproti
keramickému postupu fadu vyhod — lepsi homogenitu
materialu pred vypalem, nizsi teploty vypalu, vznik nano-
finalniho produktu®2®. Jako vychozi latky se uZivaji napt.
organokovové slouceniny Sr(OCOCHj;),, Bi(OCOCH;),
a Ta(OCH,CHj3)s, které jsou rozpustény v ethylenglykolu.
Po ¢asteéném odpafeni vznika gel, ktery se v prib&hu dal-
§iho zahiivani pti 700—800 °C pfeméni na polykrystalic-
kou SBT fazi. Jiné postupy vychazeji z anorganickych
prekurzori, napt. CaCl,, BiCl; a TaFs, které jsou prevede-
ny do vodného roztoku. Po pridavku mocoviny je roztok
zahfivan za vzniku precipitatu, ktery po oddéleni a nasled-
ném tepelném zpracovani prechdzi na polykrystalickou
fazi CBT. Pro pfipravu ternarniho oxidu BiTaO,4 byly pou-
zity Bi(NOs); a Ta,0s. Po rozpusténi ve zfedéné kyseliné
dusi¢né resp. kyseliné fluorovodikové a smiseni byl k roz-
toku v prebytku pfiddvan vodny roztok NH,OH, ¢imz do-
chézelo k vysrazeni obou kovovych prvki ve formé hydro-
xid@. Po oddéleni srazeniny a zahfivani na teplotu 700 az
800 °C je ziskan pozadovany produkt.

Pro studium struktury smésnych oxidd byly v fadeé
pripadii pfipraveny i monokrystaly, napt. Sr,Ta,0- (cit.”®),
Ca,Nb,O; (cit.””), BiNbO, (cit.*'), Sr,Nb,O; (cit.*?) nebo
SBT (cit.*). Pro piipravu je nej¢ast&ji uzivana rekrystali-
zace polykrystalického materidlu metodou pohyblivé zony
nebo pifima krystalizace z nevlastni taveniny.

3.2. Tenké vrstvy

Pro aplikace v elektronice (FeRAM) se SBT a ptibuz-
né smésné oxidy pfipravuji ve forme¢ tenkych polykrysta-
lickych vrstev deponovanych na vhodné substraty (napf.
struktura Pt/TiO,/Si0,/Si). Pro pfipravu vrstev jsou uziva-
ny ruzné metody — MOCVD (depozice z plynné faze vyu-
Zivajici organokovové prekurzory)**?%, MOD (piimy roz-
klad organokovovych slougenin)’’™°, PLD (pulzni lasero-
va depozice)*™*' nebo napragovani*>*.

Prekurzory vyuzivané piti MOCVD mohou kazdy
obsahovat jeden kovovy prvek (napf. Sr(thd),, thd =
2,2,6,6-tetramethyl-3,5-heptandionat, Bi(CsHs); nebo
Ta(OC,Hs)s) nebo jsou komplexni (napt. St{Nb(OC;H7)6]2)
(cit.*™%). V posledni dobé& byl jako zdroj Sr vyuZit rovnéz
fluorovany prekurzor Sr(hfac),, hfac = 1,1,1,5,5,5-hexa-
fluoroacetylacetonat’’. Depozice probiha za sniZeného
tlaku pfi teplotach cca 350-650 °C s naslednou temperaci
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pri 750-800 °C, béhem které dochazi k tplné krystalizaci
pozadované faze. Jako nosny plyn je uzivan Cisty kyslik.

Metoda MOD spociva v naneseni vrstvy roztoku pii-
slusného sloZeni na substrdt metodou ,,spin-coating®
a nasledném tepelném zpracovani. Jako vychozi prekurzo-
ry oxidotvornych prvkil se uziva fada organickych slouce-
nin rovné€z uzivanych pfi MOCVD nebo pfipravé poly-
krystalickych materiali metodou sol-gel, napt. Sr(thd), +
Bi(thd); + Ta(OC,Hs)s a rozpoustédlo kyselina 2-ethyl-
hexanova/hexan, Sr(OCOC;H;s5), + Bi(OCOC;H;s), +
Ta(OCOC;H;s), a rozpoustédlo n-oktan, Ca(C¢HgO,) +
Bi;0; + Nb,Os a rozpoustédlo kyselina citrénova/
ethylenglykol nebo piimo komeréné dostupny roztok
s pozadovanym pomérem kovovych prvka. Tepelné zpra-
covani obvykle probihd ve dvou krocich. Pfi teplotach do
cca 300 °C nejprve dochazi k rozkladu organickych slou-
¢enin za vzniku amorfni vrstvy, ktera je nasledné tempero-
vana na cca 650-750 °C, pficemz dochazi k chemické
reakci a krystalizaci pozadované faze. Vznikla monovrstva
dosahuje tloustky radové 10-100 nm. Pro dosazeni celko-
vé pozadované tloustky vrstvy se cely postup vicekrat
opakuje.

V ptipad€ pulzni laserové depozice™ " je standardné
pozivan excimerovy laser KrF (vlnova délka 248 nm) pfi
hustoté energie dopadajiciho svazku 2,5-5Jcm™ a frek-
venci pulst 5-10 Hz. Pfi depozici je teplota podlozky bud’
laboratorni nebo zvysena (400-500 °C). Pfipravené vrstvy
jsou nasledné temperovany v kysliku pii teplotach cca 650
az 850 °C. Rovnéz pii ptipravé vrstev SBT metodou mag-
netronového napradovani**** se deponovana vrstva nasled-
né tepelné zpracovava za vniku poZadované krystalické
faze. Pivodni amorfni vrstva se pfipravuje obvykle pfi
laboratorni teploté, pficemz jako zdroj se vyuZivaji terce
SBT s mirn¢ nadstechiometrickym obsahem Bi.

40,41

4. Termodynamicka data

4.1. Zékladni termodynamické funkce pro Cisté
pevné latky a tuhé roztoky

Zakladni termodynamickou funkci nezbytnou pro
posouzeni termodynamické stability jednotlivych fazi
a vypocty rovnovazného slozeni chemicky reagujicich
systémil je Gibbsova energie*®. Gibbsova energie je exten-
zivni funkce a pro heterogenni systém tvofeny F fadzemi
a N slozkami ji vyjadiime vztahem:

F N
G= Z,:l Zi:l 1My (T > X)

kde n;; jsou latkovad mnozstvi jednotlivych slozek v j-té
fazi, g jejich chemické potencidly a vektor x znaci sloZe-
ni prislusné faze (tuhého roztoku) vyjadiené molarnimi
zlomky slozek x;;. Pfi obvyklé volbé standardniho stavu
(Cista latka v dané strukturni modifikaci pfi teploté systé-
mu T a tlaku systému p) plati pro chemicky potencial i-té
slozky ve fazi ¢ vztah:

(1)
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tip (T.p.X) =Gy (i(@).T. p* )+ [ V., (i(9). T, p)dp+ RT In gy, (T p.x) )

Prvni ¢len na pravé strané rovnice (2) je standardni
molarni Gibbsova energie Cisté latky i ve fazi ¢ pfi teploté
systému 7" a pevné hodnoté tlaku p° = 100 kPa (standardni
tlak). Druhy clen ptedstavuje zménu Gibbsovy energie
Cisté latky spojenou se zménou tlaku z hodnoty p° na tlak
systému p. Tento prispévek lze u pevnych latek v oboru
nizkych a stfednich tlakl zanedbat: plati G°(7, p°) =
Gw(T, p), analogicky i pro dalsi termodynamické funkce
pevnych latek. Aktivity ajq(7, p, X) vystupujici v rovnici
(2) jsou pro cisté latky rovny jedné, pro slozky idealnich
roztokil jsou rovny jejich molarnim zlomkim. V pfipadé
realnych roztokl pro aktivitu i-té slozky plati

iy (T, P,X) = X, ) Vi (T P X) ()

Pro zavislost aktivitnich koeficientl 7;,) na sloZeni
roztoku a teploté (tlakova zavislost je v pfipad¢ tuhych
roztokli zanedbatelnd) byla navrzena celda fada empiric-
kych ¢i semiempirickych vztahd, jejichz parametry lze
obvykle ziskat pouze na zakladé experimentalnich udaju.

Standardni molarni Gibbsovy energie G°.,(i) Cistych
pevnych latek** pocitame obvykle z dalSich termodyna-
mickych funkei — standardni slucovaci entalpie pfi teploté
298,15 K, AgH°(i, 298), standardni molarni entropie pfi
teploté 298,15 K, S°u(i, 298), a teplotni zavislosti stan-
dardni molarni tepelné kapacity pfi stalém tlaku C°,n(i) = f
(T) pomoci vztahu (4).

Pro termodynamické vypocCty jsou tak nejdalezitéj-
§i vySe uvedené termodynamické funkce Cistych latek
(AgH (I, 298), S°n(i, 298) a C°n(i) = f(T')) a parametry

o (;
Go (1,T) = AH (1,298)+ [ | Co (1)dT =T 5 (1,298)+ | G 0) 47

vztahll pro vyjadieni zavislosti aktivitnich koeficientu,
resp. pfislusné integralni funkce, tj. molarni dodatkové
Gibbsovy energie, na teploté a slozeni roztoku.

V ptipadé smésnych oxidd byvaji Casto jejich termo-
dynamické funkce vyjadreny jako zmény, které doprova-
zeji vznik daného smésné¢ho oxidu z prislusnych oxidi
binarnich, A, Z. Vznika-li smésny oxid A,B,O, z binarnich
oxid AO, + BO, reakei:

aAO, +bBO, =A,B,0,, z=ax+by

pak plati vztahy (35).

4.2. Experimentalni metody pro stanoveni
termodynamickych funkci ¢istych pevnych
latek

Pro experimentalni stanoveni termodynamickych
funkci Cistych pevnych latek se uziva fada metod, jejichz
prehled podava napf. monografie®®. Dale jsou struéné zmi-
nych kapacit, relativnich entalpii, slucovacich entalpii
a sluCovacich Gibbsovych energii smésnych oxidi.

Megfeni tepelnych kapacit resp. relativnich entalpii
pevnych latek Ize provadét ve velmi Sirokém oboru teplot
— od teploty T — 0 K az do teplot tani. Pro rizné oblasti
teplot se uzivaji rizné typy kalorimetrd. V piipadé tepel-
né-pulzni (relaxacni), adiabatické a diferencni skenovaci
kalorimetrie (DSC) jsou pfimo méfeny hodnoty izobaric-
ké tepelné kapacity pii ruznych teplotach. Teplotni zavis-
lost tepelné kapacity je pak ziskana matematickym zpraco-
vanim experimentalnich dat. Pro obor teplot 7> 298 K se

T

“

29815 T

A.C,.(A,B,0.)=C;, (A,B,0.)-aC;, (AO,)-bCy, (BO,)

ox — pm pm pm

A H(AB,O.)=AH°(A,B,0.)-aAH"(AO,)-bA,H" (BO,)

A,S(A,B,0.)=5°(A,B,0.)-aS*(AO,)-bS°(BO, )

A,G(A,B,0.)=G"(A,B,0.)-aG"(AO,)-bG°(BO,)

** Vyznadeni piislusné faze (o) je pro zjednodu$eni zapisu dale vynechano.
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(5a)

(3b)

(5¢)

(5d)
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obvykle uzivaji empirické vztahy typu:

E

Cpm=A+BT+%+DT2+F (6)

V oblasti nizkych teplot 7' < 298 je teplotni zavislost
tepelnych kapacit obvykle vyjadiena na zakladé¢ teoretic-
kych modeld pro vibraéni (mfizkovy) prispévek podle
Einsteinova nebo Debyeova modelu a pfipadn¢ dalsich
¢lenu (elektronicky, magneticky, Schottkyho). Na zakladé
nizkoteplotnich méfeni tepelnych kapacit lze stanovit hod-
noty molarnich entropii pii teplot¢ 298,15 K integraci
funkce C,,/T v oboru teplot 0 az 298,15 K.

Metodou vhazovaci kalorimetrie je méfena relativni
entalpie (AH = H(T, ) — H(Ty)), coz je zména entalpie
vzorku spojena se zménou jeho teploty z poc¢atecni hodno-
ty T na kone¢nou hodnotu 75. Pfi méfeni v ur¢itém typu
kalorimetru je vzdy jedna zhodnot 7; nebo 7, stila
a druhou hodnotu ménime tak, abychom ziskali teplotni
zavislost AH = f(T). Z této zavislosti ziskame teplotni za-
vislost tepelné kapacity derivaci podle teploty.

Kalorimetrii 1ze rovnéz vyuzit pro stanoveni slu¢ova-
cich entalpii. V pfipadé smesnych oxidl se pouziva piede-
v8im rozpoustéci kalorimetrie*”™. Principem metody je
meéfeni rozpoustéciho tepla piislusného smésného oxidu
a mechanické smési binarnich oxidl, které dany smésny
oxid tvori. Z rozdilu rozpoustécich tepel Ize ziskat velic¢inu
AoxH. Pro rozpousténi oxidd se uzivaji jednak vodné roz-
toky anorganickych kyselin (HCI, HC1O,, HNO;) a pfi-
slusna rozpoustéci tepla se méti pii mirné zvysené teploté
(50 az 100 °C), jednak oxidické taveniny (2 PbO + B,0;,
3 Na,O + 4 MoOs, LiBO; + NaBOs) pro méfeni pii teplo-
tach 700 az 900 °C.

Pro stanoveni standardnich slu¢ovaci Gibbsovych
energii smésnych oxidl z oxidl binarnich se nejcastéji
uziva meéfeni elektromotorickych napéti (EMN) galvanic-
kych &lankd s pevnymi elektrolyty’'. Principem je méfeni
rozdilu chemickych potencidld kysliku mezi pracovni
areferenéni elektrodou, které jsou oddéleny vhodnym
pevnym elektrolytem. Tento rozdil je imérny zméfenému
elektromotorickému napéti ¢lanku (E) a plati:

RT  Po, (7)
=—Iln—=

1 n 1
£l )
oF \Ho. " Ho, | =5 2

2

Jako elektrolyt se nejcastéji uzivaji ZrO, dotovany
(stabilizovany) Y,0; resp. CaO nebo CaF,. Jako referenc-
ni elektroda se uziva soustava s dobfe definovanym che-
mickym potencidlem kysliku, napt. Pt/O,(g) nebo smési
prvki a jejich oxidd Ni/NiO, Cu/Cu,O aj. Méfeni je ob-
vykle provadéno za zvySené teploty a vysledkem je teplot-
ni zavislost Ay G. Analyzou této zavislosti 1ze pro dany
smésny oxid ziskat hodnoty A, H (resp. AgH®) a AynS
(resp. S°m)-
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4.3. Odhadové metody

V literatufe byla popsana fada empirickych metod,
kterych lze uzit pro odhady termodynamickych dat pev-
nych latek®>. Dalsi metody byly vyvinuty specialné pro
silikaty a jiné mineraly, které jsou ve vétSiné piipadi
smésnymi oxidy tvofenymi zakladnimi oxidy K,0-Na,O-
Ca0-MgO-FeO-Fe,03-MnO-Ti0,-Al,05-Si0; (cit. > ).

Metody vhodné pro odhad molarnich tepelnych kapa-
cit smésnych oxidu pfi teploté¢ 298,15 K testovali Leitner
a spol.”’. Jako univerzalni metoda s nepfesnosti cca 3,3 %
bylo vyhodnoceno Neumannovo-Koppovo pravidlo
(NKR), podle kterého se tepelna kapacita smésného oxidu
vypocita jako linearni kombinace tepelnych kapacit kon-
stitudnich binarnich oxidd. Nékteré vysledky™ viak
ukazuji, ze predikce tepelné kapacity na zakladé NKR
selhava bud’ v oblasti velmi nizkych teplot a/nebo naopak
pfi vysokych teplotach (viz ¢ast 5.2.).

Pro odhad standardnich slucovacich entalpii resp.
hodnot A.xH bylo navrzeno nékolik metod, avsak tyto
metody jsou bud’ malo pfesné nebo jsou omezeny na sku-
piny chemicky a strukturné pfibuznych latek. Nejobecnéjsi
metody navrzené Aronsonem® a Zhuangem a spol.® vy-
chézeji z Paulingova vztahu mezi slucovaci entalpii a roz-
dilem elektronegativit prvki v slouceniné. Zatimco
v ptipadé¢ smésnych oxidi CaO-MgO-Al,0;-Si0,-TiO,-
ZrO, poskytuje Aronsonova metoda dobré vysledky®,
v jinych ptipadech, napft. pro smésné oxidy typu LnsAl,Oy,
LnAlO; a Ln;AlsO;; (Ln = lanthanoid), tato metoda na-
prosto selhava®.

Pro odhad molarni entropie pfi 298,15 K lze uzit né-
kterou z prispévkovych metod™ nebo korelaci mezi molar-
ni entropii a objemem vztazenym na vzorcovou jednotku
(S-V korelace) navrzenou Jenkinsem a Glaserem™*. Za-
timco pfispévkové metody obvykle predikuji hodnotu Ay,S
= 0 (analogie s NKR), korelace S-V poskytuje pfijatelné
vysledky a jeji pouziti pro odhad molarni entropie smés-
nych oxidd v syst¢tmu CaO-SrO-Bi,O3;-Nb,Os-Ta,05 je
ukdzéano v ¢asti 5.3.

4.4. Vypoclty ab-initio

Metody vypoCtu termodynamickych  vlastnosti
z prvnich principi (ab-initio) zalozené prevazné na teorii
funkcionalu elektronové hustoty (DFT) nabyvaji na vyzna-
mu, a to jak srozvojem piislusnych vypocetnich algo-
ritmt, tak i vykonnosti pocitacové techniky. Pro krystalic-
ké latky se pii vypoctu elektronové struktury pouzivaji
jako baze pro konstrukci vlnové funkce rovinné viny
(PW). Metody (L)APW vyuzivaji k popisu vinové funkce
v blizkém okoli atomového jadra rozvoje do sférickych
harmonik nasobenych radialni slozkou (navazanych na
PW vurcité vzdalenosti od jadra), pticemz krystalovy
potencial je uvazovan bez jakychkoliv aproximaci (napf.
program Wien2k (cit.%%). Oproti tomu takzvané pseudopo-
tencialové metody pracuji s ,,umélym* pseudopotencialem
zkonstruovanym specificky pro kazdy prvek. Pro popis
vyménné-korela¢niho potencialu je dnes v metodach DFT
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nejcastéji pouzivana aproximace gradientu elektronové
hustoty (GGA)™.

Produktem kazdého vypoctu elektronové struktury na
bazi DFT je celkova energie systému vztazena bud
k referen¢nimu stavu atomovych jader a volnych elektro-
nt, nebo ke stavu korovych zbytkli a volnych valencnich
elektrond. Spocitdme-li tuto celkovou energii pro danou
latku a jeji stavebni prvky v termodynamickém standard-
nim stavu, dostavame slucovaci entalpii (resp. energii) pii
nulové teploté. Oprava ziskané hodnoty na bézné pouziva-
nou referencni teplotu (298,15 K) obvykle neni velka
(typicky v #adu jednotek kJmol™', coz je b&na chyba
vlastniho vypoctu celkové energie) a vyzaduje spocitat pro
vSechny zucastnéné latky teplotni zavislost jejich tepelné
kapacity v intervalu 0-298,15 K.

Specificky problém predstavuje existence nékterého
prvku v plynném stavu. Jelikoz ziskané hodnoty energii
jsou nepfevoditelné mezi riznymi vypocetnimi programy
(napt. Gaussian pouzivany prevazné pro molekuly a Wien2k
vyuzivajici LAPW pro krystaly), je nutné v programech
pro systémy s transla¢ni symetrii simulovat izolované ne-
interagujici molekuly (nebo atomy) jejich umisténim do
uzld umélé krystalové miize s extrémné velkym miizovym
parametrem. Alternativné lze pro ziskani hodnoty celkové
energie molekuly daného prvku (O,) vyuzit znamych ter-
modynamickych dat n€jakého binarniho oxidu. Spocitame-
li naptiklad celkové energie krystalického CaO a Ca
a zname pritom dostatecné pifesné slucovaci entalpii
AgH°(CaO) (nejlépe korigovanou na teplotu 7' = 0K),
mizeme z téchto dat vypocitat celkovou energii molekuly
0,. Pro smésné oxidy lze navic aplikovat odlisny referenc-
ni stav a pocitat namisto standardnich sluc¢ovacich entalpii
AgH® slucovaci tepla z oxidi AH. V ptipadé smésnych
oxidi niobu a tantalu vSak vykazuji vlastni binarni oxidy
zna¢né mnozstvi strukturné slozitych polytypi, znichz
nekteré ani nelze povazovat za chemickd individua
(ndhodné rozmisténé vakance ve specifickych polohach
kationtll), coz ¢ini vypocet jejich elektronové struktury
znacéné slozitym.

5. Termodynamicka data smésnych oxidi
v systému CaO-SrO-Bi,0;-Nb,0s-Ta,05

5.1. Pfehled literatury

Akishige a spol.”” méfili teplotni zavislost tepelnych
kapacit monokrystalickych vzorkd Sr,Nb,O; a Sr,Ta,0
v oboru teplot 2—600 K. Vysledky jsou prezentovany gra-
ficky, hodnoty S$°,,(298) nejsou v praci uvedeny. V pripadé
Sr,Nb,O; byla pfi teploté Tine = 495 K pozorovana fazova
transformace druhého fadu souvisejici se zménou souméfi-
telnosti ortorombické struktury (A-piechod) doprovazena
zménou entalpie AH = 291 Imol™ a entropie AS =
0,587 J K 'mol ™., Tepelnou kapacitu Sr,Nb,O; v oboru
teplot 375—575 K méfili rovndZ Shabbir a spol.®®. Vysled-
ky jsou prezentovany pouze graficky, zjiSténé parametry

152

Referat

fazové transformace jsou Tine =487 £ 2 K, AH= 147 + 14
Jmol' aAS=0,71+0,10 JK ' mol".

Onodera a spol.®7" mfili teplotni zavislosti tepel-
nych kapacit SBT a Sr(gsBi, Ta,09 v oboru teplot 80 az
800 K. Pro méfeni uzili polykrystalické i monokrystalické
vzorky a rovnéz tenkou vrstvu tloustky cca 180 nm depo-
novanou na Pt/Ti/SiO, substratu. Vysledky jsou prezento-
vany pouze graficky. Vysledky méfeni teplotni zavislosti
molarni tepelné kapacity SrBi)(Nb,Ta;_),0¢ pro x = 0,
1/3, 2/3 a 1 publikovali rovnéz Morimoto a sp01.72. Také
jejich vysledky jsou prezentovany pouze graficky. Teplot-
ni zavislosti C,, vykazuji anomalni pribéh (A-pfechod)
s maximem pii Curicho teploté 7 =297 + 1 °C, 312 + 2 °C,
352+3°Ca417+2°Cprox=0,1/3,2/3al.

Na zakladé méteni EMN galvanickych ¢lankt z CaF,
elektrolytem stanovil Raghavan hodnoty A,G pro vybrané
niobaty*’* a tantalaty”>’® vapniku. Ziskané vysledky jsou
shrnuty v tab. II. Stejnou experimentalni techniku pro sta-
noveni teplotni zavislosti A,cG pro CaNb,Og a Ca,Nb,O,
uzili rovn&z Dneprova a spol.”’. Jejich vysledky uvedené
v tab. II se od vysledk Raghavana vyrazné lisi.

Yang a spol.”® uzili tzv. postup Calphad” k vyhodno-
ceni termodynamickych dat jednotlivych fazi a jejich slo-
zek v systému SrO-Nb,Os. Na zakladé fazového diagramu
tohoto systému stanovili teplotni zavislosti AjxG = 4 + BT
pro smésné oxidy Sr;Nb;gO,;, SrNb,Og, SryNb,O4
a SrsNbsOy4 (viz tab. II). Na zakladé stejného piistupu
vyhodnotili Hallstedt a spol. termodynamicka data pro
smésné oxidy v systémech CaO-Bi,04 (cit.4) a SrO-Bi,04
(cit.”). Vedle rovnovaznych T-x dat byla pii optimalizaci
uvazovana i termodynamicka data jednotlivych smésnych
oxidi ziskana na zakladé kalorimetrickych méfeni*’. Sys-
témy CaO-Bi,O; a SrO-Bi,O; byly néasledn¢ studovany
Jacobem a Jayadevanem®'*? a na zakladé méfeni EMN
byly stanoveny teplotni zavislosti AjxG pro smésné oxidy
a tuhé roztoky daného sloZeni. Tato nova data byla zohled-
néna pii reoptimalizaci termodynamického popisu uvede-
nych systémt® (viz tab. II). V téZe praci jsou rovnéz uve-
dena data pro smésné oxidy BisSrsO;5 a Bi,SrcOy;, ve kte-
rych je bismut pétimocny a jejich vznik nelze zapsat reakci
mezi SrO a Bi,0s.

Teplotni zavislosti molarnich tepelnych kapacit
a hodnoty S5,,(298) pro fadu smésnych oxidii v systému
CaO-SrO-Bi,03-Nb,0s-Ta,0s5 publikovali Leitner a spol.xwl
(viz tab. III). Pro méfeni tepelnych kapacit v oblasti niz-
kych teplot (2-300 K) byla uzita metoda tepelné-pulzni
kalorimetrie a v oblasti kolem laboratorni teploty (250 az
360 K) metoda DSC. Pro méfeni relativnich entalpii (670
az 1470 K) byla uzita metoda vhazovaci kalorimetrie. Ex-
perimentalni data byla zpracovana ve dvou krocich.
V prvnim kroku byla simultdnné zpracovana C,, data
z obou typti méfeni (LT fit). Teplotni zavislost C,y, v obo-
ru teplot 0-300 K byla vyjadiena jako kombinace Debyeo-
vy a Einsteinovy rovnice pro fononovy pfispévek Cpy
(v ptipadé latek bez volnych elektrontl plati Cyp, = Cymy)
v harmonickém pfiblizeni s empirickou korekci na anhar-
monicitu a dilataci krystalové miizky:
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Tabulka II

Hodnoty Ay G, AoxH a AS pro vybrané smésné oxidy v systému CaO-SrO-Bi,03-Nb,0s-Ta,05

Faze AnxG T Ao H AoxS Poznamka Lit.

[kJ mol™] (K] [kJ mol '] [J K 'mol™]

CaNb,Oy -75,82 —0,03345T 1245-1300 75,82 33,45 EMN 73
Ca,Nb,0O; —178,44 1256 EMN 74
Ca3Nb,Og -209,94 1256 EMN 74
CaTa,Op, -36,982 —0,029T 1250-1300 -36,98 29,0 EMN 75
CaTa,0q —65,14 1250 EMN 76
Ca,Ta,0, -102,82 1250 EMN 76
CayTa,09 —-165,05 1250 EMN 76
CaNb,Oy —-175,73 +0,02259T 1100-1276 -175,73 -22,59 EMN 77
Ca,Nb,0; -212,54 - 0,02218T 1100-1350 212,54 22,18 EMN 77
St;NboO,7 —1125,69 + 0,35069T 298-5000 -1125,69 -350,69 optimalizace 78
SrNb,O¢ —325,04 +0,05865T 298-5000 —325,04 58,65 optimalizace 78
Sr,Nb,O7 -367,43 +0,03993T 298-5000 -367,43 -39,93 optimalizace 78
SrsNbsO,4 -746,72 + 0,05101T 298-5000 -746,72 -51,01 optimalizace 78
Bi;4Cas0,4 -125,90 - 0,055T 298— -125,9 55,0 optimalizace 83
Bi,CaO, -27,60 —0,003T 2908— -27,6 3,0 optimalizace 83
BigCas043 -97,60 — 0,008T 298— -97,6 8,0 optimalizace 83
Bi,Ca,0s5 —42,20-0,003T 298— 42,2 3,0 optimalizace 83
Bi,SrO,4 -63,86 —0,0018T 2908— -63,86 1,8 optimalizace 83
Bi,S1r,05 —118,75 + 0,024T 208— -118,75 -24.0 optimalizace 83
Bi,S1306 —-109,60 + 0,0024T 298— —-109,60 2,4 optimalizace 83

* Faze StNb,Og byla popsana na zdkladé podmfiizkového modelu jako roztok s deficitem Nb o stechiometrii

(SI*)(Nb™*,Va),(0*,Va),

3n-3
Cop = Coan + 2., o ®

orR (T Y% x* exp(x) 0, ©)
Cop = = _[ — o, oy =—>
1—a,T T

O ) 5 [exp(0)-1]
Co = R ) exp(x;;) L ox = O (10)
I—U,EI.T [exp(xE[)—l] T

Parametry rovnic (9) a (10) (®p, ap, Og; ag;) byly
ziskany iteracnim postupem, v pribéhu kterého byly meto-
dou ,.trial-and-error stanoveny pocty a degenerace jednot-
livych Debyeovych a Einsteinovych modt a metodou neli-
nearni regrese uréeny jejich hodnoty. Tyto hodnoty byly
uzity pro zpétny vypocet tepelnych kapacit pro obor teplot
0-298,15 K (v intervalu po 1 K). Z vypoctenych dat Cpp,
byly numerickou integraci funkce C,./T = f(T) v mezich 0
az 298,15 K ziskany hodnoty molarnich entropii S;,(298).

Ziskané vysledky jsou shrnuty vtab.III. V této tabulce
jsou déle uvedeny vypoctené hodnoty AwCpm @ AgxSm Spo-
jené se vznikem daného smésného oxidu z piisluSnych
oxidl bindrnich.

V druhém kroku byla simultdnné zpracovana Cppy
data z méfeni DSC a relativni entalpie (HT fit). Metodou
linearni regrese byly ur¢eny hodnoty koeficientl 4, ..., E
teplotni zavislosti C,n, dle rovnice (6). V pfipad€, kdy
hodnoty C,(298) vypoctené z LT fitu a HT fitu se liSily
o vice nez 2 %, byla pfi zpracovani vysokoteplotnich dat
uzita vazna podminka zohledfiujici hodnotu C,n,(298)
z LT fitu. Ziskané parametry teplotni zavislosti C,, pro
studované smésné oxidy jsou uvedeny v tab. III.

5.2. MozZnosti pouziti Neumannova-Koppova
pravidla pro odhad teplotni zavislosti tepelnych
kapacit

Empirické Neumannovo-Koppovo pravidlo (NKR)
bylo postulovano pred vice nez 140 lety na zakladé velmi
obsahlého souboru experimentélnich C, dat pevnych latek
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Tabulka III

Referat

Hodnoty molarnich tepelnych kapacit, entropii a parametry teplotnich zavislosti molarnich tepelnych kapacit (6) vybranych

smésnych oxidi v systému CaO-SrO-Bi,O3-Nb,05-Ta,0s

Faze Com(298)  ApCpm(298)  Sm(298)  ApxSm(298) cC E Lit.
Com :A+BT+F+F
[TK " mol"] [J K" mol] [J K" mol™] [J K™ mol™] A 10°B 10°C 10%E
CaBi,0, 151,3 -29 188,5 1,9 157,161 38,750 -1,546 84
CayBigO13 504,1 -0,5 574,1 23,8 550,808 114,890 7,201 84
Ca,Bi,05 197,4 1,2 231,3 6,6 226,096 33,374 3,432 84
CaNb,Oy 171,8 2,4 167,3 -8,1 200,40 34,32 -3,45 85
Ca,Nb,0; 218,1 1,9 212,4 -1,1 257,20 36.21 —4,435 86
SrNb,Og 170,2 7,1 173,9 -17,0 200,47 29,37 -3.473 87
Sr,Nb,O 216,6 -5,8 238,5 -59 248,00 43,50 —-3,948 86
Sr;Nb0O,; 746,8 4,1 759,7 -33,9 835,351 227,648  —13,904 88
SrsNb,Oss 477,2 -12,7 524,1 -18,8 504,796 147,981 —6,376 88
BiNbO, 121,3 -0,8 147,9 5,0 128,628 33,400 -1,991 1,363 89
BiNb;sOy4 386,8 0,4 397,2 -20,3 455,840 60,160 -7,734 90
BiTaO, 119,3 -2,5 149,1 3,3 133,594 25,390 -2,734 2,360 89
SrBi,Nb,Oq 286,4 -3,0 327,2 -12,2 324,470 63,710 5,076 91
SrBi, Ta,0y 286,6 2,2 339,2 -5,9 320,220 64,510 —4,700 91
ziskanych Koppem‘)2 a dalSimi badateli. Matematicky lze aAC,(s)+bBC ¥ (5)=A,B,C.(s), z=ax+by (14)
NKR formulovat takto: Vznika-li pevna sloucenina A B,
z pevnych prvkd A a B reakci
11 plati:
GO FOBE ZAB ) ( Cpm (AB4C..8)=aCpy (AC,.5)+bC,py (BC,s) (19
pak podle NKR plati
Com (A BysS) =aCpn (AS)+bC, (Bs) (12) (16)

AC, =Cp (ABysS)~aCpp (AS)=bCpp (Bs)=0  (13)

NKR bylo hned od pocatku predmétem znacného
z4jm badatelt. Meyer” ukazal, ze NKR je splnéno pro ty
pevné slouceniny, jejichz molarni objem je pfiblizn€ roven
sum¢ atomarnich objemt prvki, které danou slouceninu
tvoii. Dle Meyera dale plati C,n(sloucenina) > XC,.(prvky)
pokud Vp(sloucenina) > XV, (prvky) a naopak. Obecna
platnost t&chto relaci byla pozdgji zpochybnéna® a pro
nékteré pevné slouceniny byly zjistény vztahy opacné.

Pro predikci tepelnych kapacit komplexnich slou¢enin
bylo NKR modifikovano®*. Pro odhad Cym ternarni slou-
Ceniny A,B,C., kterd vznika reakci binarnich sloucenin
AC,aBC,:
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AC, = Cp (AByC..8)=aCppy (AC,.5)~bC,p, (BC,.5) =0

Pfechod od prvkit A, B a C k binarnim slou¢enindm
AC, a BC, jednak zvySuje spolehlivost odhadu, jednak
roz§ifuje aplikacni moznosti v piipadech, kdy néktery
z prvkid neni pfi prislusné teploté a tlaku v pevném stavu
(napt. komplexni halogenidy, oxidy, nitridy atd.).

Na zékladé porovnani experimentalnich hodnot C,,
(298) a hodnot odhadnutych pomoci NKR pro vice nez
300 smésnych oxidt ukazali Leitner a spol.”’, e pii labo-
ratorni teplot¢ poskytuje NKR data s primérnou chybou
3,3%. Viad¢ dalSich praci vSak bylo zjisténo, ze
v ptipad¢ nizkych nebo naopak velmi vysokych teplot je
predikce dat C, pomoci NKR zatiZena vyrazné vyssi chy-
bou. Moznosti odhadu teplotni zavislosti tepelné kapacity
smésnych oxid podrobné diskutovali Leitner a spol.””. Na
zakladé provedeného rozboru lze konstatovat, ze NKR
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Obr. 1. Teplotni zavislost A,C, pro smésné oxidy v systému
CaO-SrO-Bi203—Nb205-Ta205; | ] CaNb206, Od Casz207, [ ]
SI'NbQO(,, (@) Serb207, A Serb10027, A SrsNb14015, ‘ BiTaO4,
<> BleO4, v SI'BizTSQOg, 4 SrBisz209, + BizCﬁzOs, X
Bi2CaO4, * Bi(,Ca4013, * BiNb5014

Referat

priblizné plati v okoli laboratorni teploty v pripadech, kdy
k celkové hodnoté tepelné kapacity binarnich oxida
i smésné¢ho oxidu pfispiva pouze harmonicky vibracni
a dilata¢ni €len. Pfi vyrazné nizSich teplotich je nenulova
hodnota A.C, spojena s neaditivitou harmonického pfi-
spévku v disledku zmény vibracnich frekvenci pfi vzniku
smésného oxidu. Pti vyrazné vyssich teplotach je nenulo-
vost AyC, dana rozdilem dilatacnich ¢lent Cyqy = T V.02 §
v disledku objemové kontrakce ¢i dilatace, které obvykle
vznik smésného oxidu doprovazeji a dale zménou koefici-
entll objemové roztaznosti (o) a stlacitelnosti (B).

Vysledky nasich mé&teni** ' jsou souhrnn& uvedeny
na obr. 1. Lze konstatovat, Ze pii teploté¢ 298,15 K NKR
celkem dobfe predikuje hodnoty C,, s primérnou chybou
1,2 % srovnatelnou s chybou kalorimetrickych méfeni.
Z hodnot A, C,(298) pro 15 smésnych oxidil je 13 hodnot
zapornych. S rostouci teplotou A, C, bud’ monotonné roste
nebo prochdzi minimem a dale roste, pficemz nad teplotou
1200 K jsou jiz vSechny hodnoty A.C, kladné a odchylky
experimentélnich hodnot od odhadnutych na zdkladé NKR
dosahuji az 10 %.

Tabulka IV

Standardni molarni entropie a objemy vztazené na vzorcovou jednotku vybranych oxidi

A% systému CaO-SrO- Bi203-Nb205-Ta205

Oxid Via. S mexp(298) 5% mcale(298) 3 (%)*°
[nm® fu.™] [JK ' mol™] [J K" mol™]
Bi,O; 0,08173 148,5 132,9 -10,5
CaO 0,02760 38,1 44,9 17,8
SrO 0,03435 53,6 55,9 42
Nb,Os 0,09778 1373 159,0 15,8
Ta,0;s 0,08588 143,1 139,6 2.4
Bi,Ca,0s 0,14854 231,3 (cit.%) 2415 4.4
Bi,CaO, 0,12128 188,5 (cit.*) 197,2 4.6
BiCasO13 0,37126 574,1 (cit.*) 603,7 5,1
BiNbO, 0,08270 147,9 (cit.%) 134,5 9.1
BiTaO, 0,08212 149,1 (cit.%) 133,5 -10,5
CaNb,0g 0,11170 167,3 (cit.®) 181,6 8,5
Ca,Nb,0, 0,14021 212,4 (cit.%) 228,0 73
SrNb,Og 0,11889 173,9 (cit.*") 193,3 11,2
S1,Nb,0; 0,15111 232,4 (cit.?" 2457 5,7
Sr,Nb,O, 0,15111 238,5 (cit.*) 2457 3,0
S1Nb;0,7 0,45390 759,7 (cit.*®) 738,04 -2.9
SrsNb,Oys 0,31645 524,1 (cit.’®) 514,55 -1,8
Sr,Ta,0, 0,15237 2454 (cit.”") 2478 1,0
SrBi,Nb,O, 0,19110 327,2 (cit.’h) 310,7 -5,0
SrBi, Ta,0 0,19087 339,2 (cit.”") 310,4 -85

8 =100(calc. — exp.)/exp.
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5.3. Empirické korelace S-V a jeji pouziti
pro odhad molarnich entropii

Ziskané hodnoty S5°,(298) byly vyuzity k posouzeni
empirické korelace mezi molarni entropii oxidl a jejich
objemem vztazenym na vzorcovou jednotku V%,, kterou
pro pevné latky navrhli Jenkins a Glasser®**. Vstupni data
pro korelaci jsou shrnuta v tab. IV (cit.*). Pti analyze byly
uvazovany pouze kalorimetrické udaje (hodnoty entropie
ziskané integraci funkce Cp/T vs. T v oboru teplot 0 az
298,15 K), protoze hodnoty ziskané analyzou vysokotep-
lotnich rovnovaznych dat jsou méné piesné. Vysledky jsou
uvedeny v tab. IV a na obr. 2. Linearni zavislost korelova-
nych veli€in, ktera ptirozené prochazi pocatkem je zfejma:
Sin(298) = 1625,4x V¢, R* = 0,99. Primérna relativni chy-
ba zpétné vypoctenych hodnot S,,(298) je vsak 7,0 %, coz
je priblizn¢ tfikrat vice nez chyba experimentalni. Pro
porovnani lze rovnéz vypocitat hodnoty S,,(298) smésnych
oxidi z dat pro oxidy binarni za predpokladu, ze AyxS =0
(analogie NKR). V pfipadé¢ uvazovaného souboru 15
smésnych oxidl je primérna relativni chyba 4,0 %.

800 T T T T

700 | e
600 |- e

500 |- e

S,, Jmol" K"
(©)

400 | .
300 | .
200 | .

100 e

0 1 1 1 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

% nm®f.u.”
.u.

Obr. 2. Korelace mezi molarni entropii a objemem vztaZenym
na vzorcovou jednotku vybranych oxidi v systému CaO-SrO-
Bi,03-Nb,05-Ta,05; O experimentalni hodnoty, — vypodtena
zavislost zregresni funkce S$,(298) = 16254 Vg, (koeficient
determinace R* = 0,99)

6. Zavér

Zavérem lze konstatovat, ze soubor experimentalné
ziskanych termodynamickych dat pro smésné oxidy
v systému CaO-SrO-Bi,0;-Nb,0s-Ta,Os neni zdaleka
kompletni. Odhadnuté ¢i teoreticky vypoctené (ab-initio)
hodnoty doposud nedosahuji pozadované presnosti, coz
komplikuje, ne-li zcela vylucuje, provadét vérohodné ter-
modynamické vypocty za ucelem modelovani procesi
pripravy a zpracovani téchto progresivnich materialt.

Referat
Seznam symboll a zkratek
a; aktivita i-t€ slozky
C%m standardni molarni tepelna kapacita za stalé-
ho tlaku
Cym molarni tepelna kapacita za stalého objemu
Con miizkovy prispévek k tepelné kapacité
Cail dilata¢ni ptispévek k tepelné kapacite
AyC, zména tepelné kapacity pii vzniku smésného
oxidu z oxidl binarnich
E elektromotorické napéti
F Faradayova konstanta (F = 96 485 C mol ")
G Gibbsova energie
Gn standardni molarni Gibbsova energie
AoxG slu¢ovaci Gibbsova energie z binarnich oxi-

dii (zména Gibbsovy energie pfi vzniku
smésného oxidu z oxidi binarnich)

AgH® standardni slu¢ovaci entalpie (z prvka)

AoxH sluovaci entalpie z binarnich oxidii (zména
entalpie pfi vzniku smésného oxidu z oxidl
binarnich)

n; latkové mnozstvi i-té slozky

P tlak

p(0y) parcialni tlak kysliku

R univerzalni plynova konstanta (R = 8,314
JK 'mol™)

S standardni molarni entropie

AoxS slu¢ovaci entropie z binarnich oxidd (zména
entropie pfi vzniku smésného oxidu z oxidil
binarnich)

T teplota

Tc Curieova teplota

Tinc teplota fazové transformace druhého fadu
souvisejici se zménou soumétitelnosti struk-
tury

Vi molarni objem

Xp bezrozmérna proménna definovand vztahem
Xp = ®D/ T

XEi bezrozmérnd proménna definovana vztahem
xg; = O/ T

X; molarni zlomek i-té slozky

z pocet vyménénych naboji
koeficient izobarické objemové roztaznosti

op empiricky korekéni parametr v ramci De-

byeova modelu mfizkového piispévku tepel-
né kapacity (rovnice (9))

OE; empiricky korek¢ni parametr v ramci Ein-
steinova modelu miizkového prispévku te-
pelné kapacity (rovnice (10))

B koeficient izotermni objemov¢ stlacitelnosti
Yi aktivitni koeficient i-té slozky

Wi chemicky potencial i-té slozky

Op Debyeova charakteristicka teplota

OF; Einsteinova charakteristicka teplota

CBN CaBiszzog

CBT CaBi2T3.209

DFT ,,Density Functional Theory*
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DSC diferen¢ni skenovaci kalorimetrie

EMN elektromotorické napéti galvanického ¢lanku

FeRAM ,.Ferroelectric Random Access Memory”

FET ,,Field Effect Transistor”

GGA ,,Generalized Gradient Approximation”

hfac 1,1,1,5,5,5-hexafluoroacetylacetonat

LAPW ,,Linearized Augmented Plane Wave”

MFIS ,,Metal Ferroelectric Insulator Semicon-
ductor”

MOCVD ,Metallorganic Chemical Vapour Depositi-
on”

MOD ,»Metallorganic Decomposition”

PLD ,,Pulsed Laser Deposition”

RAM ,»Random Access Memory”

SBN SrBisz209

SBT SrBi2T3209

thd 2,2,6,6-tetramethyl-3,5-heptandionat
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terstva Skolstvi mladeze a télovychovy Ceské republiky

(projekty ¢ MSM6046137302,  MSM6046137307
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J. Leitner’, M. Hampl’, D. Sedmidubsky®,
K. Ruzi¢ka®, and P. Svoboda® (“ Department of Solid
State Engineering, bDepartment of Inorganic Chemistry,
“ Department of Physical Chemistry, Institute of Chemical
Technology, Prague,  Department of Condensed Matter
Physics, Faculty of Physics and Mathematics, Charles
University, Prague): Thermodynamic Properties of
Mixed Oxides in the CaO-SrO-Bi,03;-Nb,05-Ta,05
System

A review on stoichiometric mixed oxides in the CaO-
SrO-Bi,03-Nb,05-Ta,05 system. Some of the oxides find
applications as materials for electronics. Various processes

Referat

for preparation of the oxides, both in the bulk form
(polycrystalline powders, single crystals) and as thin-layer
materials, are described. Experimental methods of deter-
mination of thermodynamic properties of the mixed oxides
are treated and possibilities of obtaining missing data us-
ing empirical estimation methods or theoretical calcula-
tions are mentioned. The values of fundamental thermody-
namic functions given in literature are collected. Applica-
tions of the additive Neumann-Kopp rule in estimation of
temperature dependences of heat capacities and empirical
entropy-volume correlations as well as in prediction of
molar entropies of mixed oxides are discussed.

c H pramyslové
chemie

Ceska
spole&nost

19. CHEMICKO-TECHNOLOGICKA KONFERENCE S MEZINARODNI UCASTI

APROCHEM 2010

TECHNOLOGIE * ROPA « PETROCHEMIE « POLYMERY * BEZPECNOST * PROSTREDI
19. — 21. DUBEN 2010 « KOUTY NAD DESNOU ¢ JESENIKY « HOTEL DLOUHE STRANE

PCHE - APROCHEM 2010 - Na Drac¢kach 13, 162 00 Praha 6 - Tel/Fax: 220 518 698
Mobil: 607 671 866 - E-mail: pche@csvts.cz - www.aprochem.cz .
Pfipravuje PCHE s CSPCH, CSCH, CSCHI, VSCHT Praha, SCHP CR, UCHP AV CR.

ODPADOVE FORUM 2010

) 5. ROCNIK CESKO-SLOVENSKEHO SYMPOSIA
VYSLEDKY VYZKUMU A VYVOJE PRO ODPADOVE HOSPODARSTVI
21.-23. DUBEN 2010 « KOUTY NAD DESNOU « HOTEL DLOUHE STRANE

PFipravuje CEMC — Ceské ekologické manazerské centrum, Jevanska 12, 100 31 Praha 10
Tel.: 274 784 448, 723 950 237 * Fax: 274 775 869 * E-mail: symposium@cemc.cz * www.odpadoveforum.cz

V RAMCI OBOU AKCi DOPROVODNA TECHNICKA VYSTAVKA.
FIREMNi PREZENTACE A LOGA V TISTENYCH MATERIALECH | NA CD ROM.

2. Cirkular s Odbornym programem a Prihlaskou uéasti vyjde koncem tnora 2010.
Prihlasky ucasti budou zadany do 31. 3. 2010.

Registrace na jedné z akci umozni u€ast na obou za vyhodnych podminek.
Neprehlédnéte prosim nové misto konani v Koutech n.D., Jeseniky. Sledujte web.

Zveme Vas k Ucasti a téSime se na spole¢né setkani.

159



Chem. Listy 104, 160 (2010)

Cena Merck

CENA MERCK

13. rocnik celostatni soutéZe o nejlepsi
studentskou védeckou praci v oboru analyticka
chemie ,,0 cenu firmy Merck 2010

V atery 2. Gnora 2010 UspéSné probéhl v prostorach
ptirodovédecké fakulty Jihodeské Univerzity v Ceskych
Budg¢jovicich jiz 13. ro¢nik soutéZe mladych analytickych
chemikt ,,O cenu firmy Merck®. Tuto soutéz letos vyborné
zorganizovali kolegové z Ptirodovédecké fakulty Jihoces-
ké univerzity ve spolupraci s Odbornou skupinou analytic-
ké chemie Ceské spolecnosti chemické za tradiéni a G¢inné
podpory firmy Merck spol. s r.o. Vyznam této akce pod-
trhlo ijeji slavnostni zahdjeni dékanem piirodovédecké
fakulty JihoCeské univerzity panem profesorem Liborem
Grubhofferem. VSech 18 tcastnikii z deseti pfednich ana-
Iytickych pracovist v Ceské republice ptikladnym zptiso-
bem prezentovalo své vysledky, které jednoznacné piispi-
vaji nejen k vychové nastupujici generace analytickych
chemikd, ale i k ispésnému rozvoji této discipliny v naSem
staté. Kvalita prezentaci bezesporu snesla i naro¢né svéto-
vé mefitko a vSichni soutézici dastojné reprezentovali vy-
silajici pracovisté. Autor tohoto piispévku by rad vSem
soutézicim bez ohledu na jejich konecné umisténi podeko-
val za dobfe odvedenou praci.

1. misto ziskal Be. Stépan Eichler z Ustavu analytic-
ké chemie VSCHT Praha za praci Speciacni analyza sele-
nu v moci spojenim HPLC A ICP/MS, 2. misto ziskala
Bc. Oksana Yosypchuk z Katedry analytické chemie PfF
UK v Praze za praci Elektrochemicka detekce karcinogen-
nich derivatii pyrenu a jejich metabolitii a 3. misto ziskal
Bc. Martin Svidrnoch z Katedry analytické chemie PiF
UP v Olomouci za praci Identifikace biologicky aktivnich
latek v krevni stopé na pevném povrchu hmotnostni spekt-
rometrii.

Vzhledem k mimofadné kvalit¢ vSech soutéznich
praci se porota navic rozhodla udélit tfi mimofadné ceny
poroty a to Be. Katefiné Diakové z Katedry biologie eko-
systémtl PiF JU v Ceskych Budg&jovicich za praci Analytic-
ka chemie v hodnoceni alternativnich systémii pro cistent
odpadnich vod, Be. Janu Prechovi z Ustavu organické
technologie VSCHT v Praze za praci In-situ NMR studie
mechanismu asymetrické hydrogenace substituovanych
dihydroisochinolimi na Ru-katalyzatorech Noyoriho typu
a Be. Katefiné Jezkové z Katedry analytické chemie
FCHT Univerzity Pardubice za praci Analyza kyseliny
L-askorbové v ndpojich s vyuzitim techniky MEPS.

Navzdory povéram se poradové ¢islo 13 nijak nepro-
jevilo a soutéZ byla zorganizovana naprosto dokonale
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Vitezové souteze ,,O cenu firmy Merck 2010, Zleva Mgr. Rudolf
Vodicka naméstek primdtora Statutdrniho mésta Ceské Budéjovi-
ce, RNDr. Renata Svajdova, Ph.D., Bc. Stépan Eichler z VSCHT
Praha (1. misto), Bc. Oxana Yosypchuk z PFF UK v Praze (2.
misto), Bc. Martin Svidrnoch z PFF UP v Olomouci (3. misto),
prof. RNDr. Libor Grubhoffer,CSc., dékan PiF JU v Ceskych
Budeéjovicich a predseda poroty

a probéhla ve vynikajici atmosféfe. Za to patii dik celému
tymu kolegli z JihoCeské univerzity, jmenovité prof.
RNDr. Liboru Grubhofferovi, CSc., Mgr. Janu Stérbovi,
doc. RNDr. Frantisku Véachovi, PhD., doc. RNDr. Sarce
Klementova, CSc. a RNDr. Janu Simovi, PhD. Vyvrchole-
ni v podob& ocenéni vitézi probéhlo ve fascinujicich pro-
storach ceskobudéjovické radnice, s jejiz historii i ptivaby
byli vSichni ucastnici detailné sezndmeni. Zde nelze nez
zavidét jihoCeskym koleglim jejich nadhernou spolupraci
s vedenim mésta, kterd ma k mistni univerzité piikladny
vztah, ktery ji vétSina ostatnich vysokych skol v naSem
stat¢ muze jen zavidét. Vyhlaseni vysledkt bylo nasledo-
vano pfijemnym posezenim v tradi¢ni budéjovické restau-
raci Masné kramy s jeji neopakovatelnou atmosférou. Dik
vSech ucastnikl patfi pochopitelné i firmé Merck a jejim
zastupcim piitomnym na soutézi, jmenovité Ing. Lence
Ungrmanové, Bce., Ing. Marcele Kubaskové a RNDr. Re-
naté évaj dové, PhD., ktera také zasedla v odborné poroté.
Na zavér nezbyva nez sdélit, ze 14. rocnik této souté-
ze se uskute¢ni na Piirodovédecké fakulté Univerzity Jana
Evangelisty Purkyné v Usti nad Labem v tnoru 2011
a tésit se, ze bude stejné Uspésny a piijemny jako rocnik
letosni.
Jiri Barek
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KONFORMACNI STUDIE
POLY-y-BENZYL-L-GLUTAMATU
METODOU VIBRACNIHO
CIRKULARNIHO DICHROISMU

PAVLINA NOVOTNA™* a MARIE URBANOVA”

“ Ustav analytické chemie, * Ustav fyziky a méFici techniky,
Fakulta chemicko-inZenyrska, Vysoka skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6
pavlina.novotna@yvscht.cz

Doslo 5.5.09, ptijato 25.1.01.

Klicova slova: poly(y-benzyl-L-glutamat), konformace,
vibrac¢ni cirkularni dichroismus

Uvod

Polypeptidy jsou vyznamné latky zejména diky jejich
blizkému vztahu k proteinim. Kromé chemického slozeni
jsou unikatni a riznorodé vlastnosti proteinti dany prede-
v§im tercidlni a sekundarni strukturou jejich fetézce a po-
fadim a po¢tem aminokyselin v fetézci. Polypeptid poly(y-
benzyl-L-glutamat) (PBLG) je rozpustny v organickych
rozpoustédlech, je chirdlni a jeho konformace a agregacni
stav jsou vyrazné zavislé na pouzitém rozpoustédle a kon-
centraci roztoku. Predstavuje tak velmi dobrou modelovou
matrici pro studium biologicky vyznamnych interakci
v zavislosti na pouzitém rozpoustédle a tim i na struktuie
pouzité chiralni matrice. Pravé chiralita je dalezitou vlast-
nosti charakterizujici Zivé organismy. Biologicky vyznam-
né molekuly jsou ¢asto chiralni a jejich funkce je chiralitou
uréena. Sledovani systémil, jako napf. PBLG v rliznych
rozpoustédlech, vede k bliz§imu pochopeni konformacnich
a agregacnich zmén prirodnich polypeptidii ¢i proteintl.

Chiralni molekuly absorbuji v rizné mife levotocivé
a pravotoCivé cirkuldarn€ polarizované zafeni. Cirkularni
dichroismus je definovan jako rozdil absorbance vlevo
avpravo cirkularné polarizovaného zéafeni. Pfi pouZiti
zateni v infraervené oblasti spektra dochazi k prechodim
mezi vibra¢nimi hladinami molekuly a jde tedy o vibra¢ni
cirkularni dichroismus (VCD)'. Intenzita signalu VCD je
bézné o 4-6 1adh nizsi nez prislusna absorpce.

Prestoze byly vlastnosti syntetickych polypeptida
charakterizovany fadou fyzikalné-chemickych metod, na-
bizi VCD alternativni pohled na PBLG s vyhodami proti

““““ elektronovému  cirkuldarnimu  dichroismu
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(ECD), infragervené (IC) spektroskopii a dalsim metodam.
Vyhody metody VCD jsou diskutovany v soubornych
zpracovénich tématu'?.

Pro konformacni a agregaéni stav PBLG je dilezi-
ta polarita a kyselost rozpoustédla. V rozpoustédlech,
jako chloroform, benzen ¢i nitrobenzen, zaujimad PBLG
a-helikalni konformaci®, ktera je stabilizovana intramole-
kuldrnimi vodikovymi miistky. Tvoii se také intermoleku-
larni vodikové vazby™® a molekuly tak asociuji za vzniku
agregatl. Roztok PBLG ma pak z tohoto divodu velmi
vysokou viskozitu — prevlada interakce polymer-polymer
nad interakci polymer-rozpoustédlo. Po prekroceni kritické
koncentrace vznikaji v téchto roztocich chiralni struktury,
tzv. cholesterické kapalné krystaly®. Molekuly jsou ve
vrstvach orientovany takovym zplisobem, ze jejich osy
jsou rovnobézné, ale v kazdé vrstvé je osa molekul oproti
osam molekul v pfedchozi vrstvé pootocena. Tak vznika
helikalni struktura — superhelix, vykazujici vysokou optic-
kou aktivitu®, ktera vysvétluje velmi silny signal VCD
pozorovany u cholesterickych krystald.

V silné kyselych rozpoustédlech, jako je trifluorocto-
va kyselina (TFA), naopak molekuly PBLG neasociuji
a PBLG nabyva konformace polyprolinu II (PPII)’. Velky
vyznam zde maji predev§im sekundérni interakce mezi
rozpoustédlem a polypeptidovymi fetézci’. Konformace
PPII byla diive oznaCovana jako statistické klubko
(random coil). ECD* a VCD® studie prokazaly, ze jde
o lokalné pravidelnou strukturu tvofenou levoto¢ivymi
useky helixu.

V této praci jsou metodou VCD doplnénou o IC ab-
sorpéni spektroskopii charakterizovany zminéné konfor-
mace, sledovana agregace a hledany podminky pro exis-
tenci riznych konformacnich forem PBLG v roztoku.

Experimentalni ¢ast
Materidly a metody

Pro tuto praci byl pouzit poly(y-benzyl-L-glutamat)
(obr. 1) s primérnou molekulovou hmotnosti 69 000
(Sigma), tedy polymer stfedni délky fetézce. K pfipravé
roztokl byla pouzita deuterovana rozpoustédla chloroform
(CDCl3) (Isosar), benzen (C¢Dg) (Isosar) a nitrobenzen
(CsDsNO,) (Sigma), a nedeuterovana rozpoustédla chloro-
form (Lachner) a trifluoroctova kyselina (Penta).

Spektralni méfeni byla provadéna na infracerveném
spektrometru s Fourierovou  transformaci  IFS-66/S
(Bruker, Némecko) v oblasti 18001400 cm™ s rozligenim
8 cm™'. Postup méfeni na tomto piistroji a nastaveni para-
metrl méfeni byly popsany jiz diive”'®. Spektra VCD jsou
prumérem ze 6 blokd, kazdy méteny 20 minut. Pied a po
méfeni VCD byla zméfena absorpéni spektra pro kontrolu

* Pavlina Novotna ziskala 1. misto v soutézi O cenu firmy Merck 2009 za nejlepsi studentskou praci v oboru analyticka chemie.
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Obr. 1. Strukturni vzorec poly(y-benzyl-L-glutaméatu)

stalosti a homogenity studovaného vzorku. V né¢kterych
uvedenych spektrech byly vynechany spektralni oblasti s
vysokou absorbanci rozpoustédel, kterd vede u slabych
signali VCD ke vzniku nezadoucich artefaktti kvili nedo-
state¢né energii dopadajici na detektor. VCD spektra byla
korigovana na nulovou linii, kterou ptedstavovala spektra
pfislusnych rozpoustédel métenych za stejnych podminek
jako roztoky vzorkt. Absorpcni spektra byla také korigo-
vana na signal rozpoustédla.

Byly pouzity skladané kyvety tvofené okny z CaF,
a teflonovou distancni f6lii o tloustce 50 um (25 um pro
kapalné krystaly).

Ptiprava roztokd

ROZtOky PBLG v CDClg, CHClg, C6D6, CGDsNOZ
asmésném rozpouStédle CHCl;/TFA byly méfeny pro
hmotnostni koncentraci p=30gl™, objemové zlomky
TFA ve smésnych rozpoustédlech mély hodnoty 0,05; 0,1;
0,15 a 0,20. Kapalné krystaly byly pfipraveny z roztoku
polypeptidu v C¢Ds 0 koncentraci 50 g 1™, V tomto piipa-
dé byl vysoce viskdzni roztok nanesen piimo na spodni
okno kyvety do prostoru vymezeného teflonovou folii, kde
se odpafil zbytek rozpoustédla, a tak byla dosazena kon-
centrace nutnd k vytvoreni krystalti. Potom byla kyveta
sestavena béznym zptisobem.

Vysledky a diskuse
Asociované formy PBLG

Na obr.2 jsou VCD a absorpéni spektra PBLG
v CDCl;, C¢Dg a CsDsNO,. Pies nekteré odliSnosti maji
spektra obdobny prubéh — pozitivni VCD couplet v oblasti
amidu I se stfedem u 1650 cm™, ktery je charakteristicky
pro konformaci o-helixu''. Vzhledem k citlivosti spekter
VCD na strukturu'? maji pozorované spektralni odchylky
své strukturni pfic¢iny, které je mozné interpretovat:

V C¢Dg je negativni signal coupletu v oblasti amidu I
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intenzivnéjsi nez v CDCl;. Zesileni tohoto pasu je patr-
né ive spektru PBLG v C¢DsNO,. V roztocich C¢Dg
a C¢DsNO, se objevuje novy pozitivni VCD signal
pii 1736 cm™, navic je patrné i zesileni intenzity tohoto
pasu v absorp¢nim spektru.

VEtsi intenzita negativniho signélu coupletu amidu I
ve srovnani s pozitivnim signdlem je patrna u vSech tii
roztoki a je pravdépodobné projevem interakce mezi $rou-
bovicemi, nebot’ signal charakteristicky pro neporuseny
a-helix ukazuje na vyrovnanost obou past coupletu’.
ZvySena intenzita zaporného signalu pro roztoky v C¢Dg
a C¢DsNO, ukazuje bud’ na jiny zplsob agregace Sroubo-
vic nez v roztoku CDCl;, nebo na vyznamnéjsi agregaci,
kterou je mozno ptedpokladat na zakladé pozorovaného
ristu viskozity roztoku polypeptidu v C¢Dg ve srovnani
s roztokem v CDCl;.

Pozorovana zména poméru intenzit obou slozek
coupletu odrazi mirnou deformaci skeletu a-helixu, ktera
pravdépodobné probiha pii agregaci doprovazené tvorbou
intermolekularnich vodikovych mustkti mezi jednotlivymi
fetézci PBLG. V C¢Dg a CsDsNO, je tato interakce jeSté
zesilena pritomnosti benzenovych kruhti v rozpoustédle.
Solvataéni efekt C¢Dg a C¢DsNO, je tak jiny nez u CDCl;
a pravdépodobné podporuje vznik n—r interakcei. Disled-
kem téchto interakci je pak pozorovany pozitivni VCD
signal pii 1736 cm™' v obou spektrech a zvyseni intenzity
tohoto signalu v absorpénim spektru. Signal VCD
u 1736 cm™ byl pozorovan diive pro roztoky PBLG
v C¢Dg a interpretovan jako dusledek chiralniho usporada-

O " | L 1 " 1 "
1700 1600 1500
cm’

L | L | L | L
1700 1600 1500

cm
Obr. 2. VCD (A) a absorpéni (B) I¢ spektra asociovanych
forem PBLG v CDCI; (1), v C¢Dg (2) a v C¢DsNO, (3). Spektra

jsou normalizovana na jednotkovou hodnotu absorbance pasu
amidu [
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ni polypeptidové matrice a C=0O skupiny esteru
v postrannich fetézcich polypeptidu'*"*. Ve spektru PBLG
v CDCl; tento signal neni patrny. V C¢Dg a C¢DsNO, jsou
totiz benzylové kruhy v postrannich fetézcich PBLG vyse
uvedenymi interakcemi vice stabilizovany nez v CDCl;.
Nemohou se jiz tedy volné€ otaet kolem esterové vazby
(CO-0), zméni se chiralita molekuly, a to se projevi na
zesileni signalu charakteristického pro C=O v esterové
skuping'>". Dusledkem vétsi agregace PBLG v C¢Dg nez
v CDCl; je i vznik kapalnych krystalt PBLG v C¢Dg pfi
niz$ich koncentracich PBLG neZ v roztoku CDCl;.

Zavislost struktury PBLG na slozeni smésného
rozpoustédla CDCI;/TFA

Na obr. 3 jsou uvedena spektra PBLG v CHCl; a ve
smésném rozpoustédle CHCI;/TFA o riizném obsahu TFA.
Pro tato méfeni byla pouzita nedeuterovana rozpoustédla,
protoze v deuterovanych rozpoustédlech za piitomnosti
TFA probihala v molekule PBLG vyména H-D.

S postupnym zvySovanim obsahu této Kkyseliny
v rozpoustédlech se méni absorpcni i VCD spektra. Inten-
zita absorpéniho pasu u 1733 cm™ se s piidavkem kyseli-
ny snizuje. Naopak priblizn€¢ souCasné nartistd intenzita
pasu pii 1702 cm™'. S prvnim piidavkem kyseliny se také
objevuje novy pas pii 1612 cm™' a mirné se snizuje hodno-
ta absorbance pasu amidu I. Ve spektrech VCD lze ovSem
pozorovat vyrazné€jsi zmény. ZvySovanim obsahu TFA
v rozpoustédle do 10 obj.% se intenzity past coupletu
v oblasti amidu I vyrovnavaji a intenzity pasu amidu II pfi

T T T T T T T T T

L | 1 | L
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cm’

P R B B L
1700 1600 1500 1700
cm’

Obr. 3.VCD (A) a absorpéni (B) spektra PBLG v CHCl; (1)
ave smésném rozpoustédle CHCL;/TFA — 5 obj.% TFA (2),
10 obj.% TFA (3), 15 0bj.% TFA (4) a 20 obj.% TFA (5)
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1516 cm™' se mirné snizuji. P¥i obsahu TFA 15 0bj.% se
zméni znaménka past coupletu amidul a pas se posune
k niz§im vlno&tim — stied coupletu z 1654 na 1646 cm™.
Soucasné se posouva i poloha absorpéniho pasu z 1652 na
1641 cm™'. Mezi obsahy 10 a 15 0bj.% TFA se také méni
tvar VCD pasu amidu II a jeho absorpcni pas se posouva
z1548 na 1541 cm™".

Zmény intenzit absorpénich past 1733 a 1702 cm™
1ze vysvétlit nasledovné. V obou ptipadech jde o vibraci
vazby C=0 skupiny esteru v postrannim fetézci polypepti-
du. Tato skupina interaguje s TFA vodikovymi mistky'®,
¢imz se posune poloha pfislusného charakteristického pasu
ze 1733 cm ™' na 1702 cm™'. S rostoucim obsahem kyseliny
roste intenzita pasu u nizSich vlnoctd, zatimco intenzita
pasu u vyssich vinoctl klesa.

Novy pas pii 1612 cm™' a malé snizeni intenzity pasu
amidu I je disledkem vzniku vodikovych mustkii mezi
TFA askupinou C=O v hlavnim fetézci. TFA vSak nein-
teraguje se vSemi skupinami C=0O, ale pouze s dostup-
nymi. To je diivodem malé intenzity tohoto pasu'®.

Vyrovnani intenzity coupletu amidu I a sniZeni inten-
zity amidu II ve spektru VCD je pravdépodobné spojeno
s klesajici agregaci jednotlivych Sroubovic. Mnohem vice
polarni a kyselé rozpoustédlo TFA zabranuje asociaci tim,
ze konkuruje tvorbé intermolekularnich vodikovych must-
ki mezi molekulami PBLG. Tato interpretace je v souladu
s pozorovanou zménou konzistence vzorku. Pfi obsahu
10 0bj.% TFA v rozpoustédle je viskozita vzorku nizka, mo-
lekuly PBLG tedy pravdépodobné vyrazné neasociuji, PBLG
Sroubovice je neporusend agregaci a pozorovana intenzita
negativniho a pozitivniho pasu coupletu amidu I je stejna.

Pii obsahu 15 0bj.% TFA vrozpoustédle se méni
znaménka pasti coupletu amidu I a pas se posouva. Pozo-
rované zmény lze vysvétlit zménou konformace pravotoci-
vého a-helixu na strukturu PPII charakterizovanou jako
lokalni levotogivou §roubovici®. Protoze se lokalné méni
smysl Sroubovice z pravoto€ivé na levoto¢ivou, méni se
i znaménka VCD past. Posun stiedu coupletu souvisi jak
se zménou konformace, tak s vodikovymi mfistky mezi
TFA a C=0 skupinami hlavniho fetézce. Pfi urcitém obsa-
hu kyseliny, kterd pivodné interaguje predev§im s C=O
v postrannich fetézcich, se totiz vlivem téchto interakci
rozrudi struktura Sroubovice a TFA miZe interagovat
is vétSinou skupin C=0O v hlavnim fetézci polypeptidu.
Zaroven se méni i jeho konformace na PPIIL. To je dopro-
vazeno i posunem absorpéniho pasu spektra, ktery se diky
vodikovym mistkiim objevuje pii 1641 cm™, tedy pii niz-
$im vInoctu nez je typické pro konformaci PPII.

Spektra VCD se méni i v oblasti amidu II pii 1516 cm™.
Pro vzorky s obsahem TFA mezi 10 a 15 obj.% se zméni
cely tvar pasu. Zaroven se posouva i pas v absorpénim
spektru. Tyto zmény jsou opét zpisobeny vznikem vodi-
kovych mustkli mezi TFA a skupinou C=O v hlavnim
fetdzci polypeptidu'®. Zména pribéhu spektra VCD souvi-
si 1 se zménou sekundarni konformace.

Ziskané vysledky tedy interpretujeme tak, ze postup-
nym zvySovanim obsahu TFA v roztoku PBLG v CHCl;
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Obr. 4. VCD (A) a absorpéni (B) spektrum kapalnych krysta-
Ii PBLG v C¢D¢ nad kritickou koncentraci, pii niZ se tvori
kapalné krystaly (1), pro srovnani je ve stejném méritku uve-

deno spektrum PBLG v CDCl; (2). Spektra jsou normovéana
na jednotkovou hodnotu absorbance pasu amidu I

na 10 obj.% se nejprve omezi agregace jednotlivych Srou-
bovic a vyrazné se snizi viskozita roztoku. Pfi obsahu
TFA 10-15 obj.% nastavaji vyrazné konformacni zmény —
pravotociva Sroubovice se zméni na strukturu PPII. Dalsim
pfidavkem TFA az do 20 obj.% jiz zadné konformacni ani
agregacni zmény neprobihaji.

Kapalné krystaly PBLG v C¢Dg

Na obr. 4 je uvedeno VCD a absorpéni spektrum ka-
palnych krystali PBLG v C¢Dg a pro srovnani i spektrum
PBLG v CDCl;, které bylo jiz uvedeno na obr. 2. Pro srov-
nani intenzit signali obou forem PBLG je ve spektru VCD
zachovano meéfitko, které odpovida intenzit¢ VCD pash
kapalnych krystald. Spektra kapalnych krystalt jsou zde
uvedena bez odectu rozpoustédla, nebot’ prakticky nelze
urcit miru jeho absorbance v tomto systému.

Intenzita VCD signalu kapalnych krystala pfi srovna-
telnych hodnotach absorbance je asi stonasobné vétsi nez
u vSech ostatnich naméfenych spekter. Opét je vak pozo-
rovan pozitivni VCD couplet v oblasti amidu I, ktery je
charakteristicky pro konformaci a-helixu.

Zavér

Vysledky ziskané v predkladané praci jsou shrnuty do
nasledujicich bodu:
(i) Jasné se prokézalo, Ze metoda VCD je velmi citliva
pfi rozpoznavani jak zmén v sekundarni struktuie
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PBLG, tak i jemn¢jsich rozdilti v agregacnich stavech.

Ve spektru VCD byly prokdzany riizné agregacni

stavy PBLG — od specificky organizovaného v C¢Ds,

ktery vede az ke vzniku kapalnych krystalti, pfes nizsi
agregaci v CDCls, az po Sroubovice polypeptidu, roz-
ptylené ve smésném rozpoustédle CHCIly/TFA pii
obsahu TFA 10 obj.%. Této interpretaci odpovida

i konzistence métenych roztoki.

Poprvé byla metodou VCD ukazana zavislost sekun-

darni struktury PBLG na slozeni smésného rozpousté-

dla CHCI3/TFA. Ve spektrech VCD byly pozorova-
ny charakteristické pasy v oblasti amidu I pro formy
a-helix a PPII. Zcela jednoznacny prechod mezi obé-

ma formami, jejichZ spektra VCD se v oblasti amidu I

a I vyrazné 1isi, probiha v rozmezi 10—15 obj.% TFA

v rozpoustédle.

(iii) Spektrum VCD kapalnych krystali PBLG v C¢Dg je
charakteristické vysokou intenzitou jednotlivych VCD
past. Tato tematika vSak bude kvili své slozitosti
pfedmétem dalSiho studia.

(i)

Tato prace byla financné podporovana Ministerstvem

Skolstvi, mladeZe a telovychovy (MSM 6046137307)
a Grantovou agenturou Ceské republiky (GA CR
203/07/1335).

P.N. dékuje za pomoc pri pocatecnich mérenich VCD
spekter Ondreji Julinkovi, Tomasi Krupinskému a Vladi-
miru Setnickovi.
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P. Novotna® and M. Urbanova® (“Department of
Analytical Chemistry and "Department of Physics and
Measurement, Institute of Chemical Technology, Prague,
Czech Republic): Conformational Study of Poly(y-
benzyl-L-glutamate) by Vibrational Circular Dichroism

Poly(y-benzyl-L-glutamate) (PBLG), a synthetic poly-
peptide, is soluble in organic solvents. Conformations and
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aggregation of PBLG were studied by vibrational circular
dichroism spectroscopy (VCD) at various concentrations
or acidities. In some solvents PBLG exhibits an a-helical
conformation. The aggregation of PBLG was followed in
CDCl;, CHCI;, C¢Dg and C¢DsNO,. A decrease in aggre-
gation was observed in 5 or 10 vol.% solutions of
trifluoroacetic acid (TFA) in CHCl;. The polyproline II
conformation of PBLG was observed in 15 or 20 vol.%
TFA solution in CHCI;. In other solvents such as benzene,
PBLG strongly aggregates; the formation of cholesteric
liquid crystals was observed at concentrations higher than
50 g 1"'. These highly ordered structures were character-
ized by VCD signals that are about 100 times stronger than
for PBLG in CDCl;.
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Uvod

Vonné kvétiny a jejich silice jsou pouzivany uz
od dob antiky jako kofeni nebo viné, v 1ékafstvi jako anti-
mikrobialni latky a k ochrané skladovanych surovin'?.
V soucasnosti jsou silice testovany jako potencialni latky
pro hubeni plevele, nebo také k lédeni nemoci®*. Hlavni
divody, které vedou k jejich vyuzivani, jsou pomérné
snadné ziskavani a biodegradace, pii které nedochazi ke
znec¢iStovani Zivotniho prostiedi. Déle hraji silice vyznam-
nou roli jako ochrana rostlin proti §ktidetim'*>. Vechny
tyto vlastnosti je predurcuji k pouziti na citlivych mistech
jako jsou $koly, restaurace nebo nemocnice’.

Silice jsou slouceniny tékavych latek, které se obvyk-
le vyskytuji pouze v nizkych koncentracich’, pouzivanych
s velkym uspéchem v aromaterapii spolecné s konvencni
a alternativni medicinou®. Do dnesni doby byly silice stu-
dovéany zejména z hlediska jejich chuté a viing pro vyuziti
v potravindch, napojich a dalSich vyrobcich. AvSak v sou-
Casnosti roste zajem o silice a jejich slozky diky jejich
relativni nezévadnosti, popularit¢ u konzumenti a diky
moznosti jejich viceutelového vyuziti™'®. V literatuie se
objevuje mnoho zprav o jejich antimikrobidlnich, antimy-
kotickych a antioxida¢nich vlastnostech'"*'%.

Silice mohou byt izolovany rliznymi metodami, napf.
lisovanim, destilaci s vodni parou nebo extrakci do orga-
nického rozpoustédla'®. Nicméné monoterpeny jsou znamy
svou nachylnosti k chemickym pfeménam pii provadéni
destilace s vodni parou. Také pfii klasické extrakci organic-
kym rozpoustédlem dochazi ke ztratam tékavych slozek,
zejména pii odstraiovani extrakéniho &inidla'. Vzorkova-
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ni headspace (HS, z prostoru nad vzorkem) je dalsi moz-
nosti, jak izolovat silice ze vzorku. Timto postupem se
zajisti selektivni extrakce silic bez dalSich slozek matrice,
které by mohly dale komplikovat vlastni stanoveni, ke
kterému se zpravidla vyuZiva plynové chromatografie'’.

Alternativou vySe zminénych technik je mikroextrak-
ce tuhou fazi (SPME, Solid Phase Microextraction), ktera
byla poprvé piedstavena Pawliszynem a spol.'®'’. Tato
technika redukuje pouziti organickych (toxickych) roz-
poustédel a podstatné zkracuje dobu extrakce, jelikoz
umoziuje automatizaci postupu pii ptipravé vzorku. Vy-
znamnymi znaky SPME jsou jednoduchost, nizké potizo-
vaci a provozni naklady, rychlost a také selektivita a citli-
vost ve spojeni s vhodnou detekéni metodou'™".

Hlavnim cilem této studie bylo posoudit vhodnost
riznych metod, a to mikroextrakce tuhou fazi z headspace
prostoru (HS-SPME), mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni
s hydrodestilaci (HD-SPME) a destilace s vodni parou, pro
izolaci silic z rostlin a porovnat tyto techniky z rdznych
hledisek mezi sebou.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Zatizeni a chemikalie

Vzorky analyzovanych rostlin, kterymi byly mata
pepma (Mentha piperita L.), levandule Iékarska
(Lavandula augustifolia L.) a Salvéj 1ékarska (Salvia offici-
nalis L.), byly pofizeny u firmy Botanicus s.r.o. (Ostra,
Ceska republika). Tyto byliny byly rozd&leny na stonky,
kvéty a listy a poté suSeny 24 hodin za laboratorni teploty.
Skladovany byly v tmavych prachovnicich za laboratorni
teploty. Pfed analyzou byly zkoumané casti nadrceny
v tfeci misce, aby bylo dosazeno maximalniho specifické-
ho povrchu.

Standardy jednotlivych silic byly zakoupeny u firmy
Sigma-Aldrich (Praha, Ceské republika). Jednalo se o eu-
kalyptol (98%), kamfor (95%), nerol (97%), borneol
(99%), karvakrol (98%), menthon (99%), limonen (99%),
a-pinen (99%), 1,4-cineol (98,5%) a a-thujon (96%).
Vsechny standardy i jejich zasobni roztoky byly skladova-
ny v lednici pii 4 °C. K extrakci byl pouzit 99% p-xylen
(Merck, Darmstadt, Némecko) a xylen p.a. (Lach-Ner
s.r.0., Neratovice, Ceské republika).

Pred extrakci metodou HS-SPME byly vzorky tempe-
rovany v termostatu Julabo EC-5 (Julabo Labortechnik,
Seelbach, Némecko), ktery ma teplotni rozsah —20 °C az
+100 °C. Pii temperaci a nasledné extrakci byly vzorky
umistény ve vzorkovacich nadobkach (Supelco, Bellefon-
te, PA, USA) o objemu 10 ml s vicky se septy potazenymi
teflonem. K HS-SPME a HD-SPME extrakcim bylo pouzi-
to vldkna 50/30 pm DVB/CAR/PDMS Stable Flex
(Supelco, Bellefonte, PA, USA). Drzék pro uchyceni vlak-

* Veronika Mlejova ziskala s touto praci 2. misto v soutézi O cenu firmy Merck 2009 za nejlepsi studentskou védeckou

préci v oboru analytické chemie.
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na pfi manualnim vzorkovani rovnéz dodala firma Supelco
(Bellefonte, PA, USA).

Pro destilaci s vodni parou bylo pouzito topné hnizdo
LTHS 500, 220 V, 480 W (Brnénska Drutéva v.d., Brno,
CR) a 500ml varna baiika s kulatym dnem a zabrusovym
hrdlem. Chladici systém byl tvofen svislou trubici opatie-
nou zabrusem pro pfipojeni na varnou baiiku, zahnutou
trubici, svislym kuli¢kovym chladi¢em, souborem tvorte-
nym trubici s postrannim ramenem, bankou hruskovitého
tvaru, odmérnou trubici s rozsifenim kulovitého tvaru,
téicestnym kohoutem a Sikmou ptipojkou.

Analyza extraktl ziskanych jednotlivymi extrakénimi
technikami byla provedena na plynovém chromatografu
Hewlett-Packard 5890 (Hewlett Packard, Avondale, USA)
vybavenym plamenové-ionizaénim detektorem (FID).
Separace byla provedena na 25 m dlouhé kapilarni koloné
Ultra # 2 o praméru 0,32 mm s fenylmethylsilikonem
(0,52 pum) jako stacionarni fazi. Teplotni rozsah kolony je
—60 °C az +325 °C. Pro desorpci analyti z SPME vlakna
byl pouzit SPME liner o objemu 250 pl.

Pracovni postupy pfi provedeni jednotlivych
extrakénich metod

Pro SPME techniku bylo navazeno 0,5 g rozdrceného
a vysusené¢ho vzorku do 10ml vzorkovaci nadobky. Na-
dobky byly uzavieny vicky se septy potaZzenymi teflonem.
Kazdy vzorek byl pfed extrakci temperovan pii teploté
70 °C po dobu 30 min. Thned po temperaci byla pfi stejné
teploté provedena extrakce. Septum ve vicku bylo propich-
nuto jehlou chranici vladkno. Pak nésledovalo vysunuti
vlakna do headspace prostoru nad vzorkem. Hloubka vy-
sunuti jehly ¢inila 2 cm. Po uplynuti doby extrakce
(25 min) bylo vlakno zasunuto zpét do jehly. Ta byla vyta-
zena ze vzorkovaci naddobky a vsunuta do nastfikového
prostoru plynového chromatografu, kde bylo vlakno vysu-
nuto z jehly a byla provedena tepelna desorpce. Vl1dkno
bylo z diivodu docisténi ponechano v nastiikovém prostoru
po dobu 10 min b&hem analyzy. Hloubka zasunuti jehly do
nastfikového prostoru ¢inila 2 cm.

V pfipadé¢ spojeni techniky HD-SPME bylo 2,5¢g
vzorku byliny spolu se 75 ml destilované vody zahtivano v
destilacni batice o objemu 250 ml. Destilace byla provade-
na po dobu 10 min, poté bylo do prostoru destilaéniho
nastavce umisténo SPME vldkno (50/30 um DVB/CAR/
PDMS). Extrakce soucasné s destilaci byla provadéna po
dobu 15 min, hloubka vysunuti vldkna do prostoru desti-
la¢niho nastavce byla 1,4 cm. Po ukonceni sorpce byly
extrahované slouceniny analyzovany metodou GC-FID.
Vlakno bylo z diivodu docisténi ponechano v nastiikovém
prostoru po dobu 10 min béhem analyzy pii nastavené
hloubce vysunuti vlakna 2 cm. Schéma aparatury je zna-
zornéno na obr. 1.

Pti destilaci s vodni parou bylo postupovano dle nor-
my CSN ISO 6571. Do varné baiiky bylo odméfeno
300 ml destilované vody. Na banku byl nasazen chladici
systém. Odmeérnd trubice a Sikmé trubice byly pomoci
postranniho ramena naplnény destilovanou vodou. Pipetou
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Obr. 1. Schéma aparatury pro HD-SPME; A — destilacni ban-
ka, B — SPME vlakno, C — jehla SPME vlakna, D — drzak SPME
vlakna, E — destila¢ni nastavec, F — zpétny chladi¢

byl postrannim ramenem pifidan 1 ml p-xylenu. Varna
barika byla zahfivana tak, aby rychlost destilace byla 2 az
3mlmin~". Po 30 min byl zéhiev pferusen, trojcestnym
kohoutem byl p-xylen prepustén do délené trubice (horni
hladina vyrovnana s nulou) a po ochlazeni byl odecten
objem p-xylenu. Do varné barnky bylo ptidano 20 g rozdr-
cené¢ho vzorku byliny a znovu spusténa destilace o rych-
losti 2-3 ml min™", ktera probihala 4 h. Po ukond&eni zahfi-
vani byla aparatura nechana zchladnout a byl odecten ob-
jem organické faze?. K nastiiku do plynového chromato-
grafu byl pouzit 1 pl zfedéného destilatu.

VSechny ziskané analyty byly separovéany na kapilar-
ni kolon¢ Ultra # 2. Jako nosny plyn byl pouzit dusik.
Desorbovany analyt byl veden na kolonu za pouziti délice
toku 1:10. Analyza extraktii probihala pfi teploté nasttiku
230 °C a teplot¢ detektoru 220 °C. Ptetlak na vstupu do
kolony ¢inil 50 kPa. Teplotni program na kolon¢ je uveden
v tab. I. Vysledky kvantitativni analyzy byly vyhodnoceny
metodou standardniho ptidavku. Chromatogram smési
standardd hledanych silic je zobrazen na obr. 2.

Tabulka I
Pouzity teplotni gradient pro analyzy na plynovém chro-
matografu

Teplota [°C] Izoterma [min] Gradient
[°C/min]
60 5 2
86 20
220 8 0
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Obr. 2. Chromatogram smési standardi ziskany GC-FID analyzou; 1 — a-pinen, 2 — 1,4-cineol, 3 — eukalyptol, 4 — limonen,

5 — kamfor, 6 — menthon, 7 — borneol, 8 —nerol, 9 — karvakrol

Vysledky a diskuse

Normovana metoda pro stanoveni silic v bylinach
zaloZzend na destilaci s vodni parou je metoda ndrocnd
nejen na cas, ale vyzaduje i vétsi mnozstvi analyzovaného
vzorku. Tyto nevyhody byly pozdé&ji ¢astecné eliminovany
aplikaci metody SPME vyuZivajici sorpci sledovanych
slozek silic z prostoru headspace. Cilem nasi studie bylo
pokusit se o kombinaci obou zplsobu a vyuzit tak jejich
vyhod. Bylo vSak tfeba nejprve provést optimalizaci této
HD-SPME metody.

Optimalizace HD-SPME metody

Optimalizace podminek pro metodu HD-SPME byla
provedena za ucelem docileni co nejvéetsi i€innosti extrak-
ce. Optimalizovanymi faktory byla doba extrakce a hloub-
ka zasunuti vlakna do destilacni aparatury. Pro tento tcel
byl pouzit kvét levandule 1ékaiské v mnozstvi 2,5 g. Pfi
této hmotnosti vzorku jsou plochy piki v ramci dané meto-
dy dostate¢né velké pro spravné vyhodnoceni chromato-
gramu a také je tato hmotnost pfijatelnd v souvislosti
s dostate¢nou homogenitou vzorkt. Konkrétnimi ukazateli
byly plochy pikii eukalyptolu, a-thujonu a kamforu.

Optimalizace doby extrakce

Obecné plati, ze s prodluzujici se dobou extrakce se
zvySuje mnozstvi sorbovanych sloucenin, a to aZ do dosa-
zeni rovnovazného stavu. V pripadé spojeni SPME s desti-
laci s vodni parou vSak dochazi s prodluzujici se extrakéni
dobou ke zvySeni vlivu vodni pary na stacionarni fazi.
Veétsi vliv vodni pary na stacionarni fazi zpisobuje jeji
bobtnani, v disledku ¢ehoz dochazi ke snizeni mnozstvi
sorbovanych slozek silic.

Pti optimalizaci doby extrakce byly zkouseny casy 5,
10, 15 a 25 min. Vysledky jsou graficky zndzornény na
obr. 3, ze kterého vyplyva, Ze nejvice a-thujonu a kamforu
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bylo sorbovano pii extrakéni dobé 15 min. Pfi delsi dobé
extrakce jiz narust sorbovanych sloucenin pozorovan ne-
byl, naopak dochézelo k poklesu velikosti ploch piki sle-
dovanych sloucenin a navic dochazelo i k viditelnému
efektu nabobtnani SPME vldkna. Pro dal§i experimenty
byl tedy zvolen extrakéni ¢as 15 min.

Volba pozice vldkna v destilacnim nastavci

Lze predpoklédat, Ze ucinnéjsi sorpce sloZek silic
bude dosazeno v Casti aparatury s nejvysSi koncentraci,
coz je horni ¢ast destilaéniho nastavce. V této ¢asti bude
soucasné i mensi vliv vodni pary na sorpcni vlastnosti
SPME vlékna. Pro potvrzeni této hypotézy byly testovany
3 rizné pozice SPME vlakna v destilacnim nastavci, které
byly upravovany zménou délky vysunuti vlakna. Testova-
ny byly hodnoty 4, 2 a 1,4 cm (nejmensi mozna hloubka
zasunuti vldkna u pouzité aparatury). S pomoci GC-FID
analyzy extraktd bylo zjisténo, ze nejvysSich ploch piki
sledovanych sloucenin bylo dosaZeno pfi vysunuti vlakna
1,4 cm, a to pro vSechny sledované slouceniny, tedy pro
eukalyptol, a-thujon a kamfor. V ptipad¢ zasunuti vlakna
hloubgji se vice uplatiioval vliv vodni pary na stacionarni

800

O Eukalyptol M a-thujon O Kamfor

600 -

400 ~
200 A
0 T T
5 10 15 25

doba extrakce, min

plocha piku, mV.s

Obr. 3. Zavislost obsahu sledovanych sloZek silic na dobé ex-
trakce
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Obr. 4. Chromatogram ziskany analyzou SPME extraktu $alvéje 1ékai'ské; 1 — o-pinen, 2 — limonen, 3 — kamfor, 4 — borneol

Tabulka II
Obsah silic ve 100 g listu Salvéje 1ékarské

Slouc¢enina HS-SPME * HD-SPME ° Destilace s vodni parou °
obsah [mg] RSD [%] ¢ obsah [mg] RSD [%] obsah [mg] RSD [%]
o-Pinen 11,87 1,94 <LoQ - 15,37 3,48
Limonen 4493 7,49 137,84 4,15 72,24 4,58
1,4-Cineol <LoQ - <LoQ - 1,06 1,54
Kamfor 91,69 0,63 369,77 4,06 131,37 6,84
Borneol 11,39 5,43 37,99 7,78 25,22 4,87

0,5 g vzorku v 10ml nadobce, vldkno 50/30 um DVB/CAR/PDMS, 70 °C, 25 min, b25 g + 75 ml vody do 250ml dest.
bariky, 15 min, vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS, © 20 g vzorku, 300 ml vody, 1 ml p-xylenu jako sbérné rozpoustédlo,

destilace 4 h, Yrelativni sm&rodatna odchylka, n =13

fazi, kdy dochézelo k jejimu pozorovatelnému bobtnani.
Hloubka zasunuti vlakna 1,4 cm byla tedy pouzita pro
vSechny nasledujici experimenty.

SPME a destilace s vodni parou

Pro dosazeni spravnych a reprodukovatelnych vysled-
ki u metody HS-SPME stejné jako u metody GC-FID bylo
gramu ziskaného po analyze SPME extraktu Salvéje 1ékar-
ské je zobrazen na obr. 4.

Metoda destilace s vodni parou je normovanou meto-
dou a byla provedena dle normy CSN ISO 6571 (cit. »°).
Jedna se o destilaci vodné suspenze vzorku byliny. Destilat
je jiméan v délené trubici s danym mnoZstvim p-xylenu.
Dochazi k pohlceni t€kavych silic, oddéleni organické faze
od vodné a odecteni celkového objemu organické faze.
Podle normy by organickou fazi mél byt xylen. Pro desti-
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laci svodni parou u vzorki bylin byl pouzit
p-xylen, protoze u xylenu p.a. nedoslo k oddé¢leni piku -
pinenu od piku rozpoustédla a pfi slepém pokusu bylo
patrné, Ze xylen p.a. obsahuje interferujici latky.

Porovnani jednotlivych extrakénich metod

Z naméfenych vysledkl plyne, ze kvalitativni i kvan-
titativni obsah silic ve vzorku se 1i§i v z&vislosti na zvole-
né extrakéni technice. Je to zpusobeno odlisnou citlivosti
jednotlivych metod k jednotlivym silicim, ktera je zptso-
bena odlisnou sorpéni schopnosti rozpoustédla a stacionar-
ni faze a dal$imi podminkami pii extrakénich procesech,
ataké vlastnostmi vybranych silic, napf. jejich bodem
varu. V tabulkéach II, IIT a IV jsou pfehledn¢ znidzornény
ziskané obsahy jednotlivych silic ve vzorcich suSenych
listh analyzovanych bylin. Ne¢které z vyse zminovanych
silic nejsou v tabulkach pfitomny z davodu zachovani
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Tabulka IIT

Obsah silic ve 100 g listu levandule 1ékatské

Slou¢enina HS-SPME * HD-SPME ° Destilace s vodni parou °
obsah [mg] RSD [%] obsah [mg] RSD [%] obsah [mg] RSD [%] ¢

a-Pinen 1,34 5,68 <LoQ - 5,69 2,95

Eukalyptol 180,76 8,75 531,59 0,42 312,81 1,78

Kamfor 191,08 2,55 184,54 1,65 247,79 2,01

Borneol 42,67 5,76 68,96 7,70 55,07 7,30

*0,5 g vzorku v 10ml nadobce, vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS, 70 °C, 25 min, 25 g + 75 ml vody do 250ml dest.
batiky, 15 min, vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS, €20 g vzorku, 300 ml vody, 1 ml p-xylenu jako sb&mné rozpoustédlo,
destilace 4 h, “relativni smérodatna odchylka, n =3

Tabulka IV

Obsah silic ve 100 g listu maty peprné

Slou¢enina HS-SPME * HD-SPME ° Destilace s vodni parou °

obsah [mg] RSD [%] ¢ obsah [mg] RSD [%] obsah [mg] RSD [%]

a-Pinen 3,64 2,47 <LoQ - 3,52 2,10
1,4-Cineol <LoQ - <LoQ - 3,95 2,47
Eukalyptol 53,29 10,15 204,35 12,79 78,23 2,86
Menthon 422,83 9,85 322,51 9,38 476,54 2,74

0,5 g vzorku v 10ml nadobce, vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS, 70 °C, 25 min, b25 g + 75 ml vody do 250ml dest.
batiky, 15 min, vlakno 50/30 um DVB/CAR/PDMS, €20 g vzorku, 300 ml vody, 1 ml p-xylenu jako sbérné rozpoustédlo,
destilace 4 h, 4relativni smérodatna odchylka, n =3

prehlednosti a proto, ze jejich hodnoty se pohybovaly pod cinalis L.). Analyza extraktli byla provedena plynovou

mezi kvantifikace. chromatografii s plamenové-ionizacni detekci. Vysledky
Ze srovnani mikroextrakénich technik s destilaci zméfené po analyze extraktd ziskanych mikroextrakénimi
s vodni parou vyplyva, Ze pro destilaci je nutné pouzit technikami byly poté porovnany s vysledky ziskanymi
vétsi mnozstvi vzorku i extrakéniho rozpoustédla, je caso- metodou destilace s vodni parou, kterd je prezentovana
v€ naro¢na, ale je vhodna pro kvalitativni i kvantitativni jako referenéni metoda pro stanoveni obsahu silic. Byly
analyzu jednotlivych slozek silic. Mikroextrakéni techniky optimalizovany parametry pro extrakéni techniku HD-
jsou nendro¢né na aparatury a ¢as, snizuji spotfebu orga- SPME, kdy bylo zjisténo, Ze vhodnou dobou extrakce je
nickych rozpoustédel a také finan¢ni naklady. Po provede- 15 min pii délce vysunuti SPME vlakna 1,4 cm. Tato dél-
ni optimalizace jednotlivych parametrli je mozné pomoci ka je nejmensi moznou hloubkou zasunuti vldkna u pouZi-
HS-SPME stanovit kvalitativni i kvantitativni obsah jed- té aparatury, coz je vyhodné z hlediska predpokladu, ze
notlivych sloZek silic. Metoda HD-SPME vykazuje mno- nejvyssi koncentrace silic je u horni ¢asti destilacniho na-
hem mensi selektivitu nez HS-SPME a je také ¢asové na- stavce. Zaroven pii této délce dochazi k nejmensimu ovliv-
roénéjsi. néni extrakce vodni parou. Podminky HS-SPME a destila-
ce svodni parou byly prejaty z literatury, proto nebylo
Zavér nutné provadét optimalizaci téchto metod. Na zakladé
ziskanych vysledku a dalSich poznatkti byly mikroextrak¢-
Mikroextrakce tuhou fazi a mikroextrakce tuhou fazi ni techniky porovnany jak mezi sebou, tak s normovanou
ve spojeni s destilaci s vodni parou byly pouzity k dikazu metodou, tedy s destilaci s vodni parou. Vysledky ukazaly,
i ke stanoven silic ve vzorcich susenych listi téchto bylin ze navrhovana metoda HD-SPME neni pro dany tcel piilis
— maty pepmé (Mentha piperita L.), levandule lékaiské vhodna, nebot’ jeji citlivost i selektivita je ve srovnani
(Lavandula augustifolia L.) a Salvéje 1ékatské (Salvia offi- s obéma zbyvajicimi metodami horsi.
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Headspace solid-phase microextraction (HS-SPME)
and solid-phase microextraction coupled with hydrodistil-
lation (HD-SPME) were used for detection and determina-
tion of essential oils in dried leaves of Mentha piperita L.,
Lavandula augustifolia L. and Salvia officinalis L. The
results were compared with those obtained using steam
distillation, which is a reference method. The extraction
time 15 min and the minimal fibre depth 1.4 cm are suit-
able for a 50/30 pm polydimethylsiloxane/divinylbenzene/
carboxen fibre. The method was compared with HS-SPME
and steam distillation.
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Uvod

Fytoremediace je postup vyuzivajici zelenych rostlin
a s nimi asociovanych mikroorganismi, pidnich doplikti
a agronomickych technik pro odstranéni ¢i transformaci
kontaminantt zivotniho prostfedi. Proces fytoremediace
tézkych kovi muze byt zjednodusené popsan jako odstra-
néni kovl zpldy jejich transportem do kofent, stonkt
alistd. Rostliny jsou nasledné sklizeny a odstranény
a plocha je opét osazena rostlinami do té doby, nez se kon-
centrace kovil v piidé snizi na ptijatelnou hladinu'. Rostli-
na vhodna pro fytoremediaci by méla spliovat tii zakladni
predpoklady: méla by rychle rist a produkovat velké
mnozstvi biomasy, méla by mit dostatecné hluboké kote-
ny, lehce sbératelnou nadzemni ¢ast a akumulovat velké
mnozstvi kovil v nadzemni casti. Mezi nevyhody této me-
tody patii produkce rostlin obohacenych o rizikové prvky,
které mohou byt konzumovany zivocichy nebo vyplaveny,
nedostatecnd transpirace rostlin b&hem urcitych obdobi
roku a mozné zvyseni transportu stopovych prvkiu diky
vyluéovani rozpustnych exudati kofeny rostlin. Kofeny
zasahuji pouze do urcité hloubky pudniho profilu, a neni
proto mozné extrahovat kontaminanty z hlubsich horizon-
ti. Rostliny také nemohou riist na padach s toxicky paso-
bici kontaminaci.

V soucasné dob¢ vyuzivaji fytoremediacni technolo-
gie dvé dostupné strategie. Prvni moznosti je pouziti rost-
linnych hyperakumulatort, které mohou vazat kovy ve
velkych mnozstvich, koncentrace tézkych kovii v biomase

Cena Merck

takovychto rostlin ptekracuje o jeden az dva fady hodnoty
ziskané v béZnych rostlinach. Tak napf. penizek modravy
(Thlaspi caerulescens) dokaze vazat az 30 gkg™' niklu,
43 gkg ™' zinku, a 2 g kg”' kadmia a olova®. Mala produk-
ce biomasy hyperakumulatori je tedy kompenzovana vel-
mi vysokym obsahem tézkych kovil v nadzemnich ¢astech
rostliny. Druhou moznosti je péstovani rostlin, které dosa-
huji mirné nadprimérnych obsahi kovll v biomase, toto
ale kompenzuji vysokym vynosem biomasy. Na pudach
kontaminovanych do hlubSich vrstev se pfi fytoremedia-
cich osvédéuji druhy &eledi Salicaceae (viby a topoly)*.
Velkou vyhodou vrb je moznost Castych sklizni, vysoky
vynos biomasy, dobra regenerace (poskliziiové odrustani),
efektivni pfijem zivin, vysokd intenzita a specifickd kapa-
cita jednotlivych druhd, hybridd a klonti absorbovat t&zké
kovy’. Nékteré druhy a klony vrb a topolt viak vykazuji
i velmi vysoky koeficient bioakumulace, diky némuz mo-
hou vykazovat az Skrat vyssi kapacitu piijmu kovd nez
T. caerulescens™®.

Tolerance vyssich rostlin k pfitomnosti t€zkych kovil
je prirozena nebo ziskana schopnost snaset po dlouhou
dobu vysoké koncentrace kovll bez patrného negativniho
pusobeni na metabolismus a schopnosti rozmnoZovani,
kterd je fizena genetickymi vazbami a faktory prostfedi.
Rozvoj tolerance je dlouho trvajici proces a zahrnuje zmé-
ny v genetice rostlin’. Hlavnim mechanismem detoxikace
iontlh kovli v rostlinich je chelatace s ligandy, doplnéna
odlouc¢enim vzniklych komplexi do subcelularnich prostor
(pfevazné do vakuol) nebo do specifickych pletiv rostlin.
Na detoxikaci tézkych kovil v burice se jako chelatujici
ligandy podili pfevazné organické kyseliny. Nejcastéji se
jedna o kyseliny malonovou, Stavelovou, vinnou nebo
citronovou ve vakuole. Komplexy o vétsi stabilité se vy-
tvafi vazbou na histidin, metalothioneinim podobné latky
a fytochelatiny. Anorganickymi ligandy jsou chloridy,
fluoridy, sulfaty a dalsi*’. V této praci jsme se pokusili
posoudit, jaké typy vazeb toxickych prvka ptevladaji
v listech vrby (Salix spp.) rostouci na silné kontaminované
pade.

Experimentalni ¢ast

Vzorky. Smés listd (VK) Salix smithiana, S. alba,
S. rubens a S. dasyclados byla sbirana na podzim roku
2007 vokoli feky Litavky na Piibramsku, kde doslo
k extrémni kontaminaci pudy zpusobené nékolikanasob-
nym vylitim odkalovacich nadrzi blizké kovohuté pfi po-
vodnich. Pida obsahovala 64,1+4,3 mg kg'1 As, 30,5+£2.9
mg kg™' Cd, 2297+42 mg kg™ Pb a 3718+317 mg kg ™' Zn

* Katetfina MaliSova tuto praci Gspésné prezentovala na soutézi O cenu firmy Merck 2009 za nejlepsi studentskou védec-

kou préci v oboru analytick4 chemie.
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(cit.®). Dva kontrolni vzorky byly sbirany v nekontamino-
vané oblasti u feky Vltavy v Praze Zbraslavi na jafe (VZJ)
a na podzim (VZP) roku 2008.

Chemikalie. PouZité kyseliny dusi¢né a chlorovodiko-
va, hydroxid sodny a amoniak byly t¥idy Suprapur®
(Merck, Némecko), octova kyselina byla Cistoty p.a.
(Lachema, CR). Zakladni roztoky prvki o koncentraci
1000 mg "' byly ziskany od firmy Merck. Latka tris (hy-
droxymethyl) aminomethan (Tris) byla ziskana od firmy
Fluka (Némecko). K fedéni roztoki byla pouzita destilova-
na demineralizovana voda (Millipore, USA).

Priprava extraktu v 0,02 mol I Tris-HCI. Navazka
2 g homogenizované biomasy byla extrahovana 50 ml
pufru 0,02 mol 1! Tris-HCI (pH 7,5) po dobu jedné hodiny
v PE lahvicce. Poté byla smés odsttedéna (20 000 g, 4 °C,
20 min), odstfedéna kapalina byla pouzita k dalsim analy-
zam.

Priprava extraktu v 1 M-NaOH. Navazka 0,5 g homo-
genizované biomasy byla extrahovana 5 ml 1 M-NaOH
v PP zkumavce po dobu jedné hodiny. Po nafedéni byla
suspenze neutralizovana na pH 7,5 ptidavky kyseliny octo-
vé o koncentraci 1,7 mol 1" a 0,17 mol 1! za neustélého
michani a sledovani pH, smés byla doplnéna na objem
50 ml a odstfedéna (20 000 g, 4 °C, 20 min), odstfedéna
kapalina byla pouzita k dalSim analyzam.

Stanoveni celkového obsahu prvki. 0,5 g homogeni-
zované biomasy nebo 10 ml extraktu bylo v 110 ml PTFE
nadobce rozkladano ve 3 ml kyseliny dusi¢né za zvysené-

Tabulka I
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ho tlaku s fokusovanym mikrovinnym ohievem (Uniclever
BM1-Z, Plazmatronika, Polsko). Rozlozeny vzorek byl
preveden do 50 ml odmérné banky a obsah prvki byl sta-
noven metodou ICP-MS, na pfistroji Elan DRC-e (Perkin
— Elmer, Norwalk, USA).

Spojeni GPC/ICP-MS. Aparatura pro kvantitativni
vyhodnoceni frakcionace stopovych prvkid byla sestavena
z vysokotlakého Cerpadla Varian Inert 9012 (Varian, Wal-
nut Creek, USA), dvou injektor umisténych pred (smycka
100 pul pro davkovéani vzorku) a za kolonou (smycka
500 wl pro davkovani kalibra¢nich roztokt prvki) a kolo-
ny Superdex 75 HR 10/30 (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Svédsko); jako detektor slouzil hmotnostni spekt-
rometr, mobilni faze byla Tris-HCl (pH 7,5) o prttoku
0,5 ml min™". Pro preparativni separace byla pouzita kolo-
na Fractogel EMD Bio SEC (Merck), smycka pro davko-
vani vzorku méla objem 2 ml, jako detektor byl pouzit
hmotnostni spektrometr a detektor 9050 UV (Varian), jako
mobilni faze byl pouzit pufr Tris-HCI (pH 7,5), pratok
2 ml min™".

Izolace ligandii stopovych prvkit pomoci afinitni chro-
matografie.  Ligandy  stopovych prvkii  obsazené
v nizkomolekularni frakei extraktu v roztoku Tris-HCl
byly zachyceny absorpci v 1ml chelatacni kolonce HiTrap
(GE Healthcare Bio Science AB, Uppsala, Svédsko) nasy-
cené ionty Cu®’. Absorbované latky byly eluovany pomoci
0,3 mol 1" roztoku amoniaku a eluat byl lyofilizovan.

Celkové obsahy stopovych prvki v susing homogenizované biomasy listii vrb [pg g™']

Prvek Vzorek

VK * VAN VZP©
\% 0,230+0,021 0,657+0,065 3,540,2
Ag 0,0611+0,0062 0,0088+0,0019 0,0476+0,0028
Cd 60,4+4,0 0,398+0,032 1,8120,14
Co 0,742+0,034 1,299:0,068 7,86+0,33
Cu 7,33+0,38 9,28+0,40 39,5+1,8
Cr 0,462+0,054 0,655+0,074 3,77+0,53
Fe 200+11 290422 14524233
Mo 0,096+0,012 0,205+0,012 1,351+0,078
Mn 318428 120,0+8,3 1057462
Ni 8,93+0,53 1,94+0,12 13,8+1,8
Zn 1543+101 66,4+5,2 334421
As 0,535+0,059 0,1224 +0,0091 1,303+0,075
Tl 0,0318+0,0019 0,00486+0,00049 0,0275+0,0023
Pb 89,7+8.6 0,518+0,044 3,74+0,21
Sugina 91,8 % 90,2 % 98,0 %

*Vrba rostouci v kontaminované pidé v okoli feky Litavky na Piibramsku, ° vrba rostouci v nekontaminované ptidé v okoli feky Vltavy
na Praze — Zbraslavi, jarni sbér, ¢ vrba rostouci v nekontaminované pidé v okoli feky Vltavy na Praze — Zbraslavi, podzimni sbér
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MALDI-MS. Méfeni probéhlo na spektrometru Biflex
IV (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Némecko), jako
matrice byla pouzita kyselina 2,5-dihydroxybenzoova,
méfeni probihalo v pozitivnim médu.

Stanoveni obsahu aminokyselin v rostlinné biomase.
Po kyselinovém rozkladu vzorku byly aminokyseliny sta-
noveny iontové vyménnou chromatografii s pokolonovou
derivatizaci ninhydrinem a spektrofotometrickou detekci.

Vysledky a diskuse

Celkové obsahy stanovovanych prvkll v analyzova-
nych vzorcich shrnuje tab. 1. Ze ziskanych dat je patrné, ze
listi kontaminovanych vzorkd obsahuje vyrazné vice kad-
mia (30x), olova (30x) a zinku (5x) nez listi nekontamino-
vané. Arzen, ktery byl v piidé obsaZen také ve zvySeném
mnozstvi, nebyl rostlinou akumulovan. To potvrzuje dfi-
v&j§i poznatky zaznamenané u vrb péstovanych na pudé
ztéto oblasti®. Z porovnani obsahii stopovych prvki
v nekontaminovanych vzorcich VZJ a VZP vyplyva, ze
béhem vegetacniho obdobi doslo k péti az desetinasobné-
mu narustu obsahu stopovych prvki. Dale je patrné, ze
nekontaminovany vzorek VZP obsahuje vyrazné vice zele-
za, manganu a médi, nez vzorek kontaminovany. Vassilev
a spol.” pozorovali sniZeni obsahu Zeleza a fotosyntetic-
kych pigmentil u vrb exponovanych zinku a lze spekulo-
vat, ze podobné se vysoky obsah zinku mohl projevit
ivnaSem pfipad€. Tab. II ukazuje extrahovatelné obsahy

Tabulka II

Cena Merck

stopovych prvkl ve vzorku VK. Pii extrakci do pufru Tris-
HCI se vyextrahovalo vice Fe, Mn a TI; pfi extrakci do
roztoku NaOH se vyextrahovalo vice Cu, Mo, Ni, Zn, As
a Pb. Pro identifikaci vazeb prvki na slozky rostlinné bio-
masy metodou GPC/ ICP-MS byly sledovany pouze prvky
obsazené v extraktu ve vyssich koncentracich (Cd, Zn, Pb,
Mn a Ni). Tab. II ukazuje podily téchto prvki proslé kolo-
nou GPC. Tato hodnota urcuje podil kovii vazanych do
stabilnich komplexd. Zbyly podil obsazeny v iontové for-
me je GPC kolonou pevné vazan a musi byt po skonceni
analyzy odstranén néastiikem roztoku EDTA. Je patrné, ze
pri extrakci do NaOH se v pfipadé Cd, Pb a Zn uvoliuje
vy$si podil stabilnich komplext. V piipadé Ni a Mn podily
proslé kolonou na pouzitém typu extrakéniho ¢inidla neza-
visi. Obr. 1 ukazuje prvkové specifické chromatogramy
extraktu v pufru Tris-HCl a v roztoku NaOH. Je patrné, zZe
pro piipad extrakce do roztoku Tris-HCI jsou ligandy eluo-
vany prevazné v jednom retencnim ¢ase v nizkomolekular-
ni oblasti, zatimco v pfipad¢é extrakce do roztoku NaOH
jsou ligandy eluovany ve vice retencnich ¢asech ve vyso-
komolekularni, stifedné i nizkomolekularni oblasti. Pouzité
extrakéni Cinidlo tedy mize vyznamné ovlivnit kone¢nou
interpretaci vysledkd.

Nizkomolekularni frakce extraktu v pufru Tris-HCI
byla separovana metodou preparativni GPC (kolona Frac-
togel), dale precisténa technikou afinitni chromatografie
s imobilizovanym iontem kovu a podrobena dal§im analy-
zam. V tab. III jsou ukazany nalezené obsahy aminokyse-
lin. Je zfejmy vysoky vyskyt kyseliny asparagové ¢i aspa-

Extrahovatelné obsahy prvki v rostlinné biomase vzorek VK a podily proslé kolonou

Prvek Extrahovatelny podil * Podil prosly kolonou °
extrakce do Tris extrakce do NaOH extrakce do Tris extrakce do NaOH

\Y% <0,001 (<1 %) <0,001 (<1 %)

Ag 0,002 (3 %) 0,009 (15 %)

Cd 8,8 (15 %) 9,9 (16 %) 0,045 (<1 %) 7,5 (76 %)

Co 0,31 (42 %) 0,27 (37 %)

Cu 1,1 (14 %) 3,3 (45 %)

Cr 0,01 (2 %) 0,25 (54 %)

Fe 56 (28 %) 37 (19 %)

Mo 0,03 (34 %) 0,06 (61 %)

Mn 245 (77 %) 193 (61 %) 0,16 (<1 %) 0,13 (<1 %)

Ni 5,4 (61 %) 6,5 (73 %) 4,0 (61 %) 4,4 (66 %)

Zn 573 (37 %) 956 (62 %) 10,5 (1 %) 60,8 (6 %)

As 0,096 (18 %) 0,39 (73 %)

Tl 0,012 (37 %) 0,0052 (16 %)

Pb 2,6 (3 %) 18,9 (21 %) 0,21 (1 %) 5,4 (29 %)

Vysledky jsou uvedeny v ug g”', v zavorce je uveden procenticky podil vztazeny k celkovému obsahu (*) nebo k extrahovatelnému mnoz-

stvi (°)
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Obr. 1. GPC profily jednotlivych prvki pro extrakci do Tris-HCI (1) a do NaOH (2)

Tabulka IIT
Vysledky analyzy aminokyselinového sloZeni nizkomole-
kularni frakce extraktu rostlinné biomasy

Aminokyselina Zastoupeni
[% mol mol™]
Asp 19
Ser 12
Glu 13
Gly 14
Cys 36
Lys 6

raginu a glutamové ¢i glutaminu, serinu, glycinu a cystei-
nu. V MALDI-MS spektru této precisténé frakce byl nale-
zen jeden pik odpovidajici molekulové hmotnosti 1753 Da
(obr. 2).

Vysledky potvrdily jiz zndmou schopnost vrb rostou-
cich na kontaminované pudé akumulovat vysoké obsahy
zejména Cd a Zn*'*"", pii¢emz tyto kovy jsou obsazeny
pfevazné v nerozpustné frakci analyzované biomasy. Niz-
komolekularni latky tvofici rozpustné komplexy s kovy
v extraktech obsahuji vysoky podil aminokyselin cysteinu
a kyselin asparagové a glutamové, tedy latek s vysokou
komplexacni schopnosti. Vysledky tedy naznacuji, ze vrby
pravdépodobné maji u€¢inné detoxikacni mechanismy, diky
jimZ jsou tyto dfeviny tolerantni k vysokym obsahim to-
xickych prvkil v ptidé. Presné popséni téchto mechanismi
vSak vyzaduje dalsi intenzivni vyzkum.
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Obr. 2. MALDI-MS spektrum nizkomolekularni frakce extraktu listi vrby VK piecisténé technikou IMAC

Tato prdace vznikla za podpory vyzkumnych zaméri
MSMT CR MSM 6046137307 a MSM 6046070901.
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K. Malisova®, O. Mestek?, J. Kominkova®, J. San-
tricek®, J. Szakova®, and P. Tlusto¥® (“Institute of
Chemical Technology, Prague, " Czech University of Life
Sciences, Prague ): Concentration of Trace Metals in
Willow (Salix spp.) Leaves

The title method was used for phytoremediation of
soils. The experiments were performed with leaves of wil-
low (S. smithiana, S. alba, S. rubens and S. dasyclados)
grown in soil contaminated with heavy metals (Cd, Zn,
Pb), The ability of the leaves to accumulate these metals
was confirmed. The total contents of metals in 0.02 mol 1”'
Tris buffer (pH 7.5) and in 1 mol 1" sodium hydroxide
extracts were determined. Size exclusion chromatography
combined with inductively coupled plasma mass spec-
trometry was used for separation and determination of
metals in the extracts. The metals in the extracts are pre-
sent mainly in  low-molecular-weight  fractions
(M = 2 kDa). These fractions were obtained by preparative
size exclusion chromatography and refined by immobi-
lized metal affinity chromatography. The compounds in
the fractions were analyzed by amino acid analysis and
MALDI mass spectrometry. The results show that majority
of heavy metals in willow biomass remained in insoluble
residue whereas the extracts contain substantial amounts of
chelating agents, which suggests their role in metal de-
toxication processes in willow plants.
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Uvod

Paramagnetické mikro- a nanocastice jsou — vzhle-
dem k jejich Siroké ptisobnosti od separace a izolace ce-
lych bun¢k (bakterii), proteinl, virovych ¢astic, nukleo-
vych kyselin aZ po magnetickou zobrazovaci rezonanci a
magnetickou hypertermii — stale castéji vyuzivany
v pokro€ilych technologiich. Mezi né bezesporu patii
i technologie senzori, nebot’ jednoduché, selektivni a citli-
vé senzory a biosenzory pfedstavuji unikatni nastroje pro
rychlou detekci vybraného analytu i v pomérné slozité
matrici' . Unikatnost nabyva na vyznamu, pokud existuje
moznost napojeni vhodného a spolehlivého senzoru do
automatizovaného rezimu, ktery umoziuje sniZeni konta-
minace vzorku a experimentalnich chyb zpusobenych lid-
skym faktorem, coz je dulezité i v analyze nukleovych
kyselin (DNA, RNA) jak pro tcely diagnostické, tak kri-
minalistické’. Proto odbér vzorku a nasledna izolace ana-
Iytu piedstavuje jeden zkliCovych momentl analyzy.
Vzhledem ke stdle zvétSujicimu se tlaku na sniZeni mnoz-
stvi materialu dostupného k analyze (vlas, kapka krevniho
séra ¢i krve, n€kolik malo bun¢k tkdn€) vyraznym zplso-
bem nartistd moznost kontaminace vzorku personalem.

Cena Merck

Ziskany falesné pozitivni vysledek pak muze ovlivnit za-
véry vySetfovani nebo navrh 1é¢ebného postupu. MoZnou
zménu do procesu izolace nukleovych kyselin mohou pfi-
nést paramagnetické &astice®. Ukazuje se, Ze propojeni
paramagnetickych c¢astic s elektrochemickou detekei
umoziiuje izolaci sledovanych molekul’'*. Celou izolaci
je mozné rozdélit do tii samostatnych krok vazanych na
tfi rizné povrchy. Prvni krok je podminén povrchem, kdy
dochézi k interakci mezi vzorkem (nukleovou kyselinou)
a paramagnetickou castici, druhy krok povrchem, kdy
k separaci dochazi diky interakci magnetu a paramagnetic-
kych castic, zatimco nevazané molekuly jsou ze systému
vymyty. Posledni krok — detekce — je reprezentovany po-
vrchem vysoce ucinného elektrochemického detektoru
(obr. 1).

Kromé DNA je nejcastéji studovanou nukleovou ky-
selinou RNA, konkrétnéji pak RNA vyznamna pro sledo-
vani exprese geni (mMRNA — messenger RNA). Magnetic-
ka separace nabizi velmi elegantni cestu jak zachycovat
cilenou nukleovou kyselinu zkrve, kosti, kostni dfené,
bunéénych kultur, rostlinnych pletiv a dalSich biologic-
kych materialt pred dal$im zpracovanim, jako je napf. jeji
amplifikace nebo detekce. Molekula mRNA je na 3’-konci
ukoncena fetézcem z 50-250 adenin-nukleotidd (poly-
adenyla¢ni sekvence). Pomoci této sekvence miizeme vel-
mi snadno mRNA zachytit na paramagnetické mikrocasti-
ce nesouci fetézec thymint (obr. 1). Naslednou tepelnou
denaturaci 1ze zachycenou mRNA z paramagnetickych
¢astic uvolnit a nasledné s ni déle pracovat za vyuziti ana-
lytickych nebo molekularné-biologickych technik'>'®.

Cilem této prace je ukdzat aplikaci paramagnetickych
Castic jako zaklad jednoduchého elektrochemického senzo-
ru pro analyzu mRNA.

Experimentalni ¢ast

Chemikalie: Roztoky polyadenylové kyseliny (poly
(A)) byly pfipravovany ze zasobniho roztoku o koncentra-
ci 100 uM z lyofilizované poly(A) (0,5 mgml™) M, =
400 000  (Sigma-Aldrich, = USA).  Oligonukleotidy
s fetézcem 25, 30, 35, 40 adenind byly syntetizovany spo-
leCnosti  Sigma-Aldrich (USA) a preciStény metodou
HPLC. Koncentrace zasobnich roztokd byla stanovena
spektrofotometricky pii vlnové délce 260 nm na pristroji
Specord 210 (Analytic Jena, Némecko).

Pufiry pouzité pro experimenty: a) fosfatovy pufr:
0,1 M-NaCl + 50 mM-Na,HPO, + NaH,PO, a 0,2 M-NacCl
+ 100 mM Na,HPO, + NaH,PO,; b) acetatovy pufi:
0,2 M-CH3COOH + 0,2 M-CH;COONa. Ostatni pouzité
chemikalie byly ziskany v Cistoté ACS od spolecnosti Sig-
ma-Aldrich.

* Dalibor Huiska ziskal 3. misto v soutézi O cenu firmy Merck 2009 za nejlepsi studentskou praci v oboru analyticka chemie.
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Obr. 1. Elektrochemicky senzor pro detekci mRNA vyuZivajici paramagnetické ¢astice. Jednotlivé kroky ukazujici zachyt, oddéleni
a stanoveni mRNA pomoci paramagnetickych ¢astic: interakce (probiha interakce mezi paramagnetickou ¢astici a nukleovou kyselinou),
separace (dochazi k oddéleni specificky zachycenych molekul od ostatnich), detekce (stanoveni zachycené molekuly nukleové kyseliny)

Paramagnetické mikrocdstice byly zakoupeny od
spolec¢nosti Dynal Biotech ASA (Norsko). Povrch téchto
mikrocastic je modifikovan navazanim oligonukleotidové
sekvence (dT)25. Velikost ¢astic je 2,80 + 0,20 pm.

Elektrochemickad detekce na rtutové elektrode: Elek-
trochemické stanoveni s visici rtutovou kapkovou elektro-
dou (HMDE; plocha kapky 0,40 mm?) jako pracovni elek-
trodou bylo provedeno pomoci pfistroje AUTOLAB ana-
lyzator (EcoChemie, Holandsko), ve spojeni s VA-
Stand 663 (Metrohm, Svycarsko). Byla pouZivana pracov-
ni cela s tfielektrodovym zapojenim. Referencni elektroda
byla Ag/AgCl/3 M-KCI a pomocna elektroda byla uhliko-
va tyCinka. Zakladni elektrolyt acetatovy pufr (pH 5,0).
LSV parametry: pocatek a konec potencidlového okna:
0V a-1,65V, potencidlovy krok: 5 mV, rychlost polari-
zace: 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500 a 600 mV s~

Eliminacni voltametrie: metoda EVLS (eliminacni
voltametrie s linearnim skenem) byla uskute¢néna progra-
mem evls.exe (vytvofen na Ustavu chemie Ptirodovédecké
fakulty Masarykovy univerzity), z LSV (voltametrie
s linearnim skenem) kiivek registrovanych pii raznych
rychlostech polarizace. Ziskané EVLS zaznamy byly hod-
noceny dle dfive publikovanych praci'’ .

Postup izolace: 1zolace poly(A) byla provadéna po-
moci paramagnetickych ¢astic Dynabeads Oligo (dT)25 od
firmy Dynal Biotech ASA (Norsko). Zachyceni nukleo-
vych kyselin polyA, ODN (oligonukleotidil) a mRNA na
paramagnetické Castice spociva v hybridizaci mezi fetéz-
cem adeninu, kterym je tvofena polyA a fetézcem thymind
ukotvenym na povrchu paramagnetickych ¢astic. Paramag-
netické castice byly pfitahovany magnetickym stojanem
MPC-S (Magnetic Particle Concentrator) firmy Dynal
Biotech ASA  (Norsko).  VSechny  experimenty
s paramagnetickymi Casticemi byly provadény za steril-
nich podminek, které zajistoval RNA/DNA UV cleaner
box UVT-S-AR (Biosan, Litva). Pro centrifugaci a tfepani

vzorkl byla vyuZita centrifuga multi-spin MSC-3000 fir-
my Biosan, Riga, LotySsko, kterd byla umisténa v RNA/
DNA UV boxu UVT-S-AR. Proces denaturace probihal
za konstantni teploty 85 °C za vyuziti piistroje Thermomi-
xer 5355 Comfort/ Compact (Eppendorf , Hamburg, N¢-
mecko).

In vitro kultivace rostlin: Obilky kukufice odridy
Gila (hybrid F1) byly sterilizovany v roztoku 5% chlorna-
nu sodného v biohazard boxu od firmy Schoeller Instru-
ments, Praha. Poté byly omyty v destilované vodé. Takto
pfipravené obilky byly kli¢eny na vlhkém filtra¢nim papi-
ru po dobu sedmi dnl ve tmé pii 23 + 2 °C. Nasledn¢ byla
kazda vykli¢end obilka umisténa do sklenéné zkumavky
s kultiva¢nim médiem obsahujicim CdCl, (0, 5, 10, 25, 50
a 100 pM). Kultivaéni médium, pfipravené podle Murashi-
ge-Skooga®®, obsahovalo pevnou slozku, kterou tvoril ger-
lit. Takto pfipravené experimentdlni rostliny byly umistény
do kultivaéniho boxu (Sanyo, Tokyo, Japonsko) s 14h
osvétlenim 8000 luxt, teplotou vzduchu 22 °C a 60% vlh-
kosti vzduchu a 10h ve tmé s teplotou vzduchu 18 °C
a 60% vlhkosti. VSechny experimenty byly uskutenény
ve tfech nezavislych opakovanich. VSechny chemikalie
pouzité pro kultivaci byly zakoupeny od spolecnosti Du-
chefa (Nizozemi). Suspenzni kultura tabaku linie BY-2
byla udrzovana v tekutém MS médiu. Suspenze (20 ml)
v 50ml Erlenmeyerovych batikach byla umisténa na tie-
pacce Enviromental Shaker — Incubator ES-20 od firmy
Biosan Riga, LotySsko, za téchto kultivaénich podminek:
tma, teplota 27+ 1°C, 1350t min~'. Subkultivace byla
provadéna po 3 nebo 4 dnech pienesenim 2 resp. 1 ml
suspenze do Cerstvého média.

Statistickd analyza dat. Useky a smérnice kalibrag-
nich kfivek studovanych nukleovych kyselin byly testova-
ny t-testem (P < 0,05) programem STATISTICA.CZ 8.0
(StatSoft CR, Praha, Ceské republika).
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Vysledky a diskuse

Izolace mRNA za vyuziti paramagnetickych
mikrocastic

Pro izolaci nukleovych kyselin byly vypracovany
rizné postupy vychazejici z odstranéni interferujicich pro-
teinll a ndsledného vysradzeni alkoholem nebo ionty téz-
kych kovi. Klasicka izolace vykazuje stale nejvyssi vytéz-
ky nukleové kyseliny, ale je ¢asové ndrocnd a vnasi do
postupu fadu systematickych chyb zpisobenych lidskym
faktorem. Tento zavazny problém je fesen nékolika rizny-
mi zpUsoby, pfedevs§im za vyuziti pevnych sorbentl a nej-
noveji pomoci paramagnetickych minicastic, resp. mikro-
¢astic. VyuZiti paramagnetickych mikro€astic pro polo-
automatizovanou izolaci nukleovych kyselin bylo nedavno
popsano v praci Huska a spol.?”. Zkracené je mozné postup
shrnout do nasledujicich krokd: ze zasobniho roztoku se
odebere 10 pl mikroc¢astic do mikrozkumavky, kterd se
prenese do magnetického stojanu, ptida se 20 pl promyva-
ciho roztoku (0,1 M-NaCl + 50 mM-Na,HPO, + 50 mM-
NaH,PO,). Nasledn¢ se mikrozkumavka piesune ze stoja-
nu a kratce protiepe tak, aby se paramagnetické Castice

Cena Merck

v promyvacim roztoku dostatecné rozptylily. Nasleduje
sériec krokti za pouziti pfistroje multispin MSC-3000,
u kterého se stfida centrifugace s tfepanim. Oba procesy se
6x opakuji. Po odstranéni zbylého promyvaciho roztoku se
k paramagnetickym ¢asticim pfida hybridizacni roztok,
ktery je slozen z 0,5 M-NaCl, 0,1 M fosfatového pufru
20,6 M guanidium thiokyanatu. Celkovy objem hybridi-
zacniho roztoku i se vzorkem je 30 ul. Hybridizace probi-
ha opét na pristroji multi-spin MSC-3000 po dobu 40 min.
Po hybridizaci nésleduje stejné promyti paramagnetickych
Castic, které se opét 3x opakuje. Promyté paramagnetické
Castice s navazanou nukleovou kyselinou se umisti na
Thermomixer 5355 a pfi teploté 85 °C po dobu 5 min pro-
biha denaturace. Poté se paramagnetické Castice pritdhnou
magnetickym stojanem a roztok obsahujici pouze mRNA
se odsaje a prenese do nové sterilni mikrozkumavky.

Elektrochemicka detekce mRNA

V nasi praci jsme vyuzili dostupné paramagnetické
¢astice Dynabeads Oligo (dT),s, které maji na svém po-
vrchu ukotven oligonukleotidovy fetézec slozeny
z thyminti. Principem izolace je pak komplementarita mezi

Analyza ODN
A ! i i i
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Obr. 2. (A) LSV zaznamy ODN A25, A30, A35, A40 a poly(A) na HMDE. Jednotlivé ptimky ukazuji zavislost vysky signalu na rych-
losti polarizace mV s pii koncentracich 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,15625; 0,078125; 0,039063 pg ml™. Vsechny voltamogramy ve
vyseku byly ziskany pii koncentraci 5 pg ml™'. (B) Eliminaéni voltamogramy &tvrté eliminaéni funkce pro studované oligonukleoti-
dy o koncentraci 5 pg mlI™ (rychlosti polarizace 100, 200 a 400 mV s™")
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Tabulka I

Zavislost vysky signalu studovanych oligonukleotidii na jejich koncentraci

Cena Merck

Data Potencial piku ~ Rovnice kalibra¢ni R’ Rozsah LOD® LOQ" Relativni smérodatna
[V] primky linearity [nM] [nM]  odchylka [%; n = 3]
[uM]
polyA »mV5s ~1,32+0,01 I=4898c—4,992" 0,975  0,15-1,25 0,40 1,3 42
polyA 0™V’ ~134+0,01 1=109,0c+1,6637 0,981  0,15-1,25 0,03 0,1 4,5
polyA '00mV5 ~1,38+0,01 1=1795¢c+1,768 0,993  0,15-1,25 0,02 0,07 4.0
polyA 200 ™V ~137+0,02 1=2392c+31,56 0,997  0,15-1,25 025 085 5.1
polyA %0 mVs ~137+0,01  1=320,6c+51,60 0,998  0,15-1,25 0,30 1,0 53
polyA 400 mV5 -1,38+£0,02 1=336,1c+80,85 0,999  0,15-1,25 0,50 1,7 5,1
polyA 300 mVs ~1,39+0,01 1=343,7c+118,0 0,994  0,15-1,25 0,69 2,3 53
polyA 600 mV5 -1,39+0,01  1=380,7c+1323 0,993  0,15-1,25 0,70 2,3 52
PRUMER 0,991 0,36 1,2 4,8
A4( P mVrs -1,38+0,03 I=421,8c—12,48" 0,996  0,03-0,30 0,12 040 4,6
A40 0mVE -1,40+£0,03 I1=811,6c-27,39" 0,982  0,03-0,30 0,14 0,50 54
A40 100mVSs -1,41£0,03 1=1363c-4226" 0,971  0,03-0,30 0,12 040 52
A4( 200mVis —-1,42+0,04 I=2345¢-70,56" 0,953  0,03-0,30 0,12 040 43
A40 300V -1,43+0,04  1=279%c-57,65" 0,967  0,03-030 0,10 035 5.0
A4Q 400V -1,44+0,04 1=3402c-61,17" 0,967  0,03-0,30 0,07 025 4,9
A4( 00 mVis ~1,45+0,04 I1=3478c-3047" 0,973  0,03-0,30 0,04 0,15 4,7
A40 800 mVis 1,46 +0,05 I1=4020c-37,69" 0,985  0,03-0,30 0,04 0,15 4.6
PRUMER 0,974 0,09 030 4.8
A35BmVs ~1,39+0,02 1=226,1c+2,8697 0,953  0,03-0,30 0,03 0,10 53
A3550mVs ~1,40+0,03 1=4973c—-4347" 0971  0,03-030 0,04 0,15 5.4
A35 100mVis -1,42+0,03 1=792,0c+ 14,477 0911  0,03-0,30 0,04 0,15 43
A35200mVis ~1,50+0,18 I1=1425¢+5239" 0,970  0,03-0,30 0,07 025 4,9
A35300mVis ~1,44+0,04 1=1855¢+78,39" 0,965  0,03-0,30 0,09 0,30 5,6
A35400mVis -1,45+0,04 1=2269¢+102,5" 0,967  0,03-0,30 0,09 030 5,1
A35300mVss ~1,46+0,04 1=2507c+132,47 0,968  0,03-0,30 0,11 0,40 53
A35 600mVss ~1,45+0,03 1=2680c+159,3" 0,974  0,03-0,30 0,12 0,40 5,8
PRUMER 0,960 0,07 025 52
A30 2™V -134+0,01 1=63,88c+03917 0,990  0,03-0,30 0,01 0,04 53
A30 0™V ~136+0,02 1=1272c+1,224" 0,984  0,03-0,30 0,02 0,07 5.0
A30 10V -138+0,03 [=266,9c+2,652" 0974  003-030 0,02 0,07 48
A30 200V 1,40 0,03 1=5193c+13,177 0,974  0,03-0,30 0,05 0,17 4,6
A30 300V ~1,41+0,03 1=802,0c+5260 0,992  0,03-0,30 0,01 0,04 53
A30 400V -1,42+0,04 1=1015¢+6,956" 0,990  0,03-0,30 0,01 0,04 54
A30 00V -1,42+0,04 I=1126c+16,43" 0,972  0,03-0,30 0,03 0,10 5,1
A30 600mV5s ~1,41+0,01  I1=1236¢c+19,39" 0,975  0,03-0,30 0,03 0,10 4,9
PRUMER 0,981 0,02 0,07 5,1

*Mez detekce (Limit of Detection — LOD) uréeny jako 3 signal/sum (S/N), kde N vyjadiuje smérodatnou odchylku $umu, ® mez stanovi-
telnosti (Limit of Quantification — LOQ) urceny jako 10 S/N, / — proudova vyska piku (nA), ¢ — koncentrace studované nukleové kyseliny
(ug ml™), @ — asek rovnice kalibraéni kfivky studovanych nukleovych kyselin je statisticky nevyznamny (P < 0,05)
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Tabulka I

Pokracovani

Data Potencial piku  Rovnice kalibra¢ni R’ Rozsah LOD® LOQ" Relativni smérodatna
[V] primky linearity [nM] [nM]  odchylka [%; n = 3]

[uM]

A25 BV -1,38+0,01 1=3083c+6,087" 0,942  0,03-0,30 0,04 0,14 54

A2530mV5s ~1,41+0,03 1=570,1c+6,739" 0,995  0,03-0,30 0,02 0,07 5,6

A25 100mVis ~1,43+0,04 1= 1105¢+20,13" 0,986  0,03-0,30 0,04 0,114 5.0

A25200mVis 1,44 +0,04 1= 2108c+52,697 0,965  0,03-0,30 0,05 0,17 52

A25300mVis -1,45+0,04 1= 2672c+72,78" 0,995  0,03-0,30 0,05 0,17 4,7

A25 400mVis ~1,46+0,04 1= 3010c+120,57 0,987  0,03-0,30 0,08 027 43

A25300mVis ~147+0,05 1= 3746c+12827 0,977  0,03-030 0,07 024 4,1

A25 600mVis -1,47+0,05 1= 388lc+162,67 0,992  0,03-0,30 0,08 027 4,6

PRUMER 0,980 0,05 0,17 4,9

*Mez detekce (Limit of Detection — LOD) uréeny jako 3 signal/sum (S/N), kde N vyjadiuje smérodatnou odchylku $umu, > mez stanovi-
telnosti (Limit of Quantification — LOQ) uréeny jako 10 S/N, I — proudova vyska piku (nA), ¢ — koncentrace studované nukleové kyseliny
(ug mI™), @ — usek rovnice kalibragni kfivky studovanych nukleovych kyselin je statisticky nevyznamny (P < 0,05)

oligoT fetézcem a poly(A) fetézcem obsaZenym na polya-
denylacni sekvenci, jenZ je soucasti kazdé molekuly mR-
NA (obr. 1). Lze tak ziskat 100% cistou molekulu mRNA.
V naSem experimentu jsme nejdiive sledovali interakci
paramagnetickych Castic se syntetickymi oligonukleotidy
(ODN) o ruzné délce tetézce (25, 30, 35, 40 a poly(A)).
Izolované molekuly jednotlivych ODN (podrobny postup
je uveden v ¢asti materialy a metody) byly nasledné elek-
trochemicky analyzovany voltametrii s linedrnim skenem
pfi rdznych rychlostech polarizace (25, 50, 100, 200, 300,
400, 500 a 600 mV s™') a dob& akumulace ODN na HMDE
240 s (obr. 2A). Potencial piku se pohyboval kolem —1,3
az —1,4 'V (vs. Ag/AgCl/3 M-KCIl). Podrobné elektroanaly-
tické hodnoceni studovanych ODN je uvedeno v tab. I
atab. II.

Kalibracni kfivky (/, v zavislosti na koncentraci
ODN) byly linearni (R* = od 0,960 do 0,991, detaily
v tab. I). Useky ziskanych kalibra¢nich kiivek byly statis-
ticky testovany. Statisticky vyznamné useky kalibracnich
kiivek byly naméteny pouze v pripadé poly(A) za vysSich
rychlosti polarizace. Primérné limity detekce se pohybo-
valy od 0,020 do 0,360 nM (3 S/N) a limity kvantifikace
od 0,080 do 1,200 nM (10 S/N). Relativni smerodatna
odchylka stanoveni jednotlivych ODN kolisala od 4,8 do
5,2 %.

Na zaklad¢ zhodnoceni ziskanych voltametrickych
dat (ze zavislosti log I, na log v) bylo mozné potvrdit, Ze
se jednéd o adsorpci kontrolovany elektrodovy proces. Na
zakladé smérnic piimek potencidlu piku vs. logaritmu
rychlosti polarizace jsme vypocetli hodnoty soucinu koefi-
cientu prenosu naboje a poctu elektronii vstupujicich do
nejpomalej$iho kroku (on) pro ireverzibilni elektrodovy
proces redukce (tab. II). Celkovy pocet vyménénych elek-
tront pfi elektroredukci bazi nukleovych kyselin byl 2.
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Pomoci navrzené¢ho elektrochemického senzoru jsme sle-
dovali hladinu mRNA izolované z rostlin tabaku a kukuii-
ce kultivovanych v podminkéch explantitové kultury. Pro
experiment bylo pouzito velmi malé mnozstvi vzorku
(okolo 100 mg) ve tfech nezéavislych opakovéanich. Na
paramagnetickych casticich izolovand mRNA poskytla
redukéni piky (cytosinu a adeninu) linedrné zavislé na
vysce piku a rychlosti polarizace (R? = 0,999) a an bylo
podobné jako u syntetickych ODN (1,73 a 1,74). Pro pies-
n¢j§i charakterizaci elektrodového procesu s prenosem
naboje v adsorbovaném stavu byla voltametricka data
podrobena eliminaéni procedute. Ziskané eliminacni volta-
mogramy pomoci funkce E4 (eliminace kinetického a ka-
pacitniho proudu a zachovani proudu difuzniho) jsou uka-
zany na obr. 2B. Podle tvaru signalu (pik-protipik) je patr-
né, ze se nukleové kyseliny na povrchu elektrody chovaji
jako adsorbované castice.

In vitro kultivované rostliny kukufice v pfitomnosti
kademnatych ionti

NavrZzenym postupem byla izolovina mRNA ze sus-
penzni kultury BY?2 tabdku a z rostlin kukufice bez ovliv-
néni Cd(IT). Na ziskanych voltametrickych zaznamech
byly pozorovany dobie rozliSené piky pfi potencidlu kolem
—1,5 V (vs. Ag/AgCl/3 M-KCl) jak je ukazano na obr. 3A.
Izolované molekuly mRNA tabaku a kukufice byly nasled-
n¢ elektrochemicky analyzovany voltametrii s linearnim
skenem pfi riznych rychlostech polarizace (25, 50, 100,
200, 300, 400, 500 a 600 mV s’l) a dobé akumulace ODN
na HMDE 240 s (obr. 3A). Elektrochemické chovani
mRNA izolované z rostlin tabaku a kukufice je podrobné
popsano v tab. IIl. Pozorované zmény pravdépodobné
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Tabulka IT
Elektrochemické chovani oligonukleotidti na HMDE po jejich separaci za vyuziti paramagnetickych mikrocastic

Nukleova Rovnice A? Elektrodovy R? Rovnice B¢ ad on?
kyselina proces”

polyA’#em  1=0398 log v + 1,825 0,602 0,996 Ep=0,088log v + 1,172 0,39 1,73
polyA>*H&m 1= (.468log v + 1,594 0,283 0,995 Ep=0,061log v+ 1,229 0,56 1,72
polyA "2 reml 1= 0 717log v + 0,838 0,274 0,972 Ep=0,049log v + 1,257 0,69 1,74
polyA “reml 1= 0 726log v + 0,598 0,274 0,952 Ep =0,048log v + 1,262 0,69 1,77
polyA ®*#™ 1= 1 137log v — 0,687 -0,137 0,979 Ep = 0,048log v + 1,260 0,69 1,77
polyA*Sre™ 11 15210g v — 0,861 -0,152 0,978 Ep =0,046log v + 1,264 0,70 1,83
polyA %™ 1= 0 987log v — 0,585 0,013 0,983 Ep=0,046log v + 1,258 0,72 1,78
polyA *¥ ™ 1= 1 069log v — 0,861 —0,69 0,972 Ep = 0,045log v + 1,254 0,78 1,68
PRUMER 0,058 0,978 0,65 1,75
A40 > rem! I1=0,759 log v+ 1,173 0,241 0,995 Ep=0,061log v+ 1,342 0,57 1,71
A4( >3 pemt 1=0,817 log v+ 1,015 0,183 0,995 Ep = 0,060log v + 1,339 0,57 1,72
A4 15 el I1=0,803 log v+ 1,033 0,197 0,998 Ep=0,073log v + 1,273 0,48 1,68
A4( 06 neml I1=0,784 log v+ 1,032 0,216 0,997 Ep =0,055log v + 1,293 0,64 1,69
A40 O3 pe/mt 1=0,725log v + 1,121 0,275 0,989 Ep=0,057log v + 1,285 0,60 1,72
A4 13 ng/ml I1=0,717 log v+ 0,686 0,283 0,998 Ep =0,048log v + 1,287 0,70 1,76
A4Q 08 ne/ml I1=0,877 log v + 0,055 0,123 0,998 Ep =0,049log v + 1,265 0,71 1,70
A40 %M 120,967 log v — 0,452 0,033 0,996 Ep =0,048log v + 1,264 0,70 1,76
PRUMER 0,187 0,996 0,63 1,72
A35 Sreml I1=0,737log v + 1,191 0,263 0,994 Ep=0,065log v + 1,347 0,52 1,75
A35%3 pe/ml 1=10,780log v + 1,022 0,22 0,998 Ep=0,085log v + 1,274 0,39 1,79
A35Breml =0 739l0g v + 1,078 0,261 0,998 Ep =0,050log v + 1,319 0,70 1,69
A35 06neml I1=0,717log v + 1,080 0,283 0,996 Ep=0,050log v + 1,312 0,67 1,76
A35 03 neml I1=10,816log v + 0,791 0,184 0,993 Ep=0,051log v + 1,307 0,67 1,73
A35015 el 1=10,899log v + 0,233 0,101 0,993 Ep=0,052log v+ 1,268 0,64 1,76
A350%vem 1= 0.988log v — 0,090 0,012 0,994 Ep =0,042log v + 1,288 0,81 1,74
A35 00k 1= 0.94110g v — 0,128 0,059 0,971 Ep=0,042log v + 1,283 0,85 1,65
PRUMER 0,173 0,992 065 1,73
A3( > rem! 1=0,529log v + 1,774 0,471 0,983 Ep=0,061log v + 1,325 0,53 1,83
A3(> rem! 1=0,719log v + 1,245 0,281 0,984 Ep=0,065log v + 1,295 0,52 1,75
A3( 125 neml I1=0,762log v + 1,003 0,238 0,997 Ep =0,064log v + 1,257 0,51 1,80
A3( 6 neml 1=10,650log v + 1,045 0,35 0,996 Ep=0,076log v + 1,220 0,42 1,84
A30 O3 rem! 1=0,960log v — 0,018 0,04 0,995 Ep =0,050log v + 1,259 0,68 1,74
A30™#m 1=0,9811og v — 0,295 0,019 0,994 Ep=0,048log v + 1,262 0,70 1,76
A30 O kemt 1= 0,964l0g v - 0,537 0,036 0,992 Ep=0,050log v + 1,258 0,68 1,74
A30 0% 120998 log v — 1,074 0,002 0,987 Ep =0,050log v + 1,261 0,75 1,59
PRUMER 0,180 0,991 0,59 1,75

“Rovnice A — vliv rychlosti polarizace (v) na vysku piku (I), zavislost log I na log v, "elektrodovy proces uréeny jako rozdil mezi teore-
tickou hodnotou 1 — hodnota smérnice piimky, °rovnice B vliv rychlosti polarizace (v) na potencial piku (Ep), zavislost Ep na log v, ‘o =
47,7/Ep—Ep/2; o — koeficient pfenosu naboje
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Tabulka II

PokraCovani

Nukleova Rovnice A*? Elektrodovy R’ Rovnice B¢ a! an?
kyselina proces®

A25 vl 1=10,880log v + 0,807 0,12 0,992 Ep =0,058log v + 1,356 0,59 1,73
A25%3 re/ml I=0913log v+ 0,770 0,087 0,992 Ep =0,056log v+ 1,357 0,59 1,79
A25!2 ne/ml I=0,841log v + 0,946 0,159 0,998 Ep=0,061log v+ 1,347 0,54 1,81
A25 06 ng/ml 1=10,845log v + 0,918 0,155 0,999 Ep=0,063log v + 1,338 0,55 1,69
A25 03 g/l 1=0,840log v + 0,843 0,16 0,993 Ep = 0,050log v + 1,307 0,65 1,81
A25%13 pe/ml I=0,830log v + 0,661 0,17 0,989 Ep =0,050log v + 1,305 0,69 1,71
A25 *08eeml 1= 0 897log v + 0,190 0,103 0,997 Ep=0,041log v + 1,290 0,87 1,66
A25 %Ml 1= 0.98910g v — 0,253 0,011 0,995 Ep=0,043log v + 1,286 0,77 1,79
PRUMER 0,121 0,994 0,65 1,75

“Rovnice A — vliv rychlosti polarizace (v) na vysku piku (I), zavislost log I na log v, "elektrodovy proces uréeny jako rozdil mezi teore-
tickou hodnotou 1 — hodnota smérnice piimky, ®rovnice B vliv rychlosti polarizace (v) na potencial piku (Ep), zavislost Ep na log v, ‘o =

47,7/Ep—Ep/2; o — koeficient pfenosu naboje

Analyza mRNA izolované z rostlin
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Obr. 3. (A) Zavislost vySky signalu (nA) na rychlosti polarizace. Kiivky ve vyseku byly ziskany po izolaci mRNA z rostlin kukufice a
suspenzni kultury tabaku. Navazka vzorku byla 0,2 g. (B) Eliminac¢ni voltamogramy ¢tvrté eliminacni funkce pro realné vzorky pfi
rychlostech polarizace 100, 200 a 400 mV s™'. (C) Fotografie rostlin kuku¥ice vystavenych abiotickému stresu zpiisobeném kadem-
natymi ionty. V zavislosti na dob¢ kultivace a koncentraci Cd(II). (D) LSV z4dznamy realnych vzorkii mRNA z tabdku a kukufice na
HMDE. Zavislost na koncentraci kademnatych ionti (uM) a odezvy signalu (%)

183



Chem. Listy 104, 177-185 (2010) Cena Merck

Tabulka III

Elektrochemické chovani mRNA izolované z rostlin tabaku a kukufice pomoci paramagnetickych mikro¢astic na HMDE

Nukleova kyselina Rovnice A* Elektrodovy R’ Rovnice B¢ ad an!
proces”

mRNA I=1,685¢c — 2,937 ~0,685 0,999 I=0,043c+ 1,264 0,80 1,73

mRNAKukufice I=1,274c — 1,700 -0,274 0,976 I1=0,047c+ 1,260 0,72 1,74

“Rovnice A — vliv rychlosti polarizace (v) na vysku piku (I), zavislost log I na log v, ° elektrodovy proces uréeny jako rozdil mezi teore-
tickou hodnotou 1 —hodnota smérnice ptimky, °rovnice B vliv rychlosti polarizace (v) na potenciél piku (Ep), zavislost Ep na log v, *a =

47,7/(Ep—Ep/2); o — koeficient pfenosu naboje

souvisi s vice slozitymi procesy na pracovnich elektrodach
a také se sekvenci izolovanych mRNA (cit.?®). Ctvrta funk-
ce EVLS u mRNA tabaku a kukufice opét ukazuje typicky
obrazek adsorbované castice — signal ve tvaru piku-
protipiku (obr. 3B).

V dalSim experimentu byly sledovany rostliny kukufi-
ce vystavené abiotickému stresu zptisobenému kademnaty-
mi ionty. Z rstové charakteristiky bylo zfejmé, ze se zvy-
Sujici se koncentraci kademnatych iontd a dobou kultivace
byl rtst rostlin inhibovan a rostliny vykazovaly morfolo-
gické rozdily (mensi pocet listt, degradované ¢asti listu,
celkova inhibice rustu) na rozdil od rostlin kontrolnich
(obr. 3C).

Histochemicky byly sledovdny zmény v pletivech
(thiolovych a flavonoidnich sloucenin). K;[Fe(CN)g] je
v pletivech redukovén latkami s volnymi —SH skupinami
na modie zbarvené redukéni produkty. U kontrolnich rost-
lin byla pfitomnost latek s volnymi —SH skupinami omeze-
na pouze na rhizodermis (pokozka kotene). Vyssi syntéza
latek s —SH skupinami byla pozorovéana v piipad¢ 10 uM
koncentrace Cd(II). Naopak téméf zadné latky s volnymi —
SH skupinami nebyly prokazany u dvou nejvyssich kon-
centraci kadmia. Zde bylo pozorovano, ze v bunkach
mezodermis dochédzelo k syntéze Cervené zbarvenych la-
tek, tj. latek ze skupiny polyfenolii s vyraznymi antioxi-
da¢nimi vlastnostmi (dal$i podrobnosti jsou uvefejnény
v praci Huska a spol.”’).

Vliv zvysujici se koncentrace Cd(II) na rostliny kuku-
fice v nadzemni i podzemni ¢asti ukazuje obr. 3D. V horni
Casti jsou zobrazeny voltamogramy izolované mRNA ze
stonkové a kotfenové Casti kukufice po ovlivnéni Cd(II)
v prvnim dni experimentu. Obsahy mRNA jsou piepocte-
ny na koncentraci poly(A) podle kalibra¢ni kiivky tab. I.
Mnozstvi izolované mRNA se pohybovalo od 10 do
30 ug ml™" po jejich piepodtu na polyA. Z vysledkd se da
pfedpokladat, Ze rostliny vystavené abiotickému stresu
jsou nuceny zvysit syntézu riznych biologicky aktivnich
molekul, jako jsou slouceniny obsahujici volné —SH skupi-
ny (glutathion, fytochelatiny, proteiny podobné metalothi-
oneinu). Rada takovych molekul je syntetizovédna chemic-
kou reakci, av§ak enzymy ucastnici se téchto reakci jsou
genove regulovany. Z téchto pfi¢in je mozné pozorovat
zvySenou expresi urité skupiny gent, které povedou
k naristu hladiny celkové mRNA (transkriptomu)
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v rostlinach. V takto velmi dobie charakterizované mRNA
je mozné hledat specifickou sekvenci konkrétniho genu.
V oblasti stresové reakce na kademnaté ionty u rostlin jsou
to geny spojené s aktivitou thiolovych sloucenin
(glutathionu a fytochelatinu).

Zavér

Izolace a detekce nukleovych kyselin bude hrat stile
vyznamngéjsi roli v oblasti trvale udrzitelnych primyslové
vyuzitelnych technologii. Navrhovany postup vyuzivajici
paramagnetické castice ve spojeni s elektrochemickou
detekci je pro takové ucely velmi vhodny. Pfi pasobeni
stresového faktoru v podobé kademnatych iontd dochazi
ke zvySovani mnozstvi mRNA ve vzorcich.

Prezentované vysledky bylo mozné ziskat za podpory
projektii.  GA CR  102/08/1546 a INCHEMBIOL
MSM0021622412. Za histochemické analyzy autori dekuji
Doc. Petrovi Babulovi z FF VFU v Brné.
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Electrochemical Detection of mRNA Isolated from
Plant Tissues Using Paramagnetic Microparticles

The aim of this study was to utilize paramagnetic
microparticles in isolation of mRNA using electrochemical
detection. In this way mRNA from maize seedlings treated
with a Cd(II) salt was isolated. The interaction of para-
magnetic particles with synthetic oligo- and polynucleo-
tides of various chain lengths was investigated. The aver-
age detection limits were 0.020-0.360 nM and the quanti-
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VOLTAMETRICKE STANOVENI
1-NITROPYRENU A 1-AMINOPYRENU
NA BOREM DOPOVANE DIAMANTOVE
FILMOVE ELEKTRODE

OKSANA YOSYPCHUKY*,
KAROLINA PECKOVA a JIRi BAREK

Univerzita Karlova v Praze, Prirodovédecka fakulta, Ka-
tedra analytické chemie, UNESCO Laborator elektroche-
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Doslo 24.7.09, ptijato 12.11.09.

Klicova slova: 1-nitropyren, 1-aminopyren, borem dopo-
vané diamantova filmova elektroda, diferen¢ni pulsni
voltametrie

Uvod

1-Nitropyren (1-NP) patfi mezi nitrované polycyklic-
ké aromatické uhlovodiky (NPAH), které jsou vyznamnou
skupinou ekotoxickych a karcinogennich kontaminantii
zivotniho prostfedi a predstavuji znaény rizikovy faktor
pro zdravi clovéka. Jiz od konce 70. let je zfejmé, ze jsou
pritomny ve vSech slozkach zivotniho prostfedi, do n¢hoz
pronikaji jako dtsledek spalovacich procest'. Jsou vy-
znamnou soucasti vyfukovych plynt naftovych i benzino-
vych motorti. V emisich naftovych motori, bylo zjisténo
vice nez padesat NPAH, pfic¢emz prevladajici slouceninou
je praveé 1-NP (cit.?) (obr. 1). Mezinarodni organizace pro
vyzkum rakoviny (IARC) fadi tuto latku do skupiny 2B, tj.
mezi podezielé karcinogeny pro ¢lovéka.

1-Aminopyren (1-AP) patii do skupiny amino deriva-
td polycyklickych aromatickych uhlovodiki (APAH),

NO, NH,

a b

Obr. 1. Strukturni vzorce 1-nitropyrenu (a) a 1-aminopyrenu

(b)

Cena Merck

které jsou také zndmé svymi karcinogennimi ucinky
a hojnym vyskytem v zivotnim prostfedi a navic jsou me-
tabolity piislusnych NPAH (cit.”). Konkrétng 1-AP je jed-
nim z produktli pfemény 1-NP vsavéich organismech
abyl nalezen v moci, stolici, krvi, ledvinach, jatrech
aplicich laboratornich zvifat exponovanych 1-NP (cit.*).
Rovnéz se pouziva jako biomarker pro biologické monito-
rovani expozice NPAH (cit.”). Piestoze IARC tuto latku
dosud neklasifikovala z hlediska jejich moznych karcino-
gennich u€inkd, na zékladé analogie sfadou strukturné
pfibuznych aromatickych amint, 1ze divodné piedpokla-
dat jeji genotoxické ucinky.

Polycyklické aromatické uhlovodiky a jejich derivaty
se obecné stanovuji nejcastéji chromatografickymi techni-
kami vzhledem k jejich mimotadné selektivité, citlivosti
a vhodnosti pro sériové analyzy. Jelikoz nitroskupina
a aminoskupina na aromatickém systému jsou elektroche-
micky aktivni, je moZno k jejich stanoveni pouzit i moder-
ni voltametrické metody. Pro tyto ucely se pouzivaji rtuto-
vé&’, amalgamové®’, uhlikové® a dalsi pracovni elektrody.
Borem dopovana diamantova filmova elektroda (BDDFE)
patfi mezi nejnovéjsi typy elektrod odpovidajici konceptu
tzv. zelené analytické chemie. Kvili svym vhodnym me-
chanickym a elektrochemickym vlastnostem se pouziva
i pro stanoveni NPAH (cit.”) a APAH (cit."’). Vzhledem
k tomu, ze v literatufe doposud nebyla nalezena zminka
o stanoveni 1-NP a 1-AP na BDDFE, byla v pfedklddané
studii vénovana pozornost pravé této problematice. Dia-
mant se vyznacuje mimofaddnou mechanickou i chemickou
stabilitou. Je jednim z nejlepsich prirodnich izolatord a pro
jeho elektroanalytické vyuziti'' je nutné jej dopovat atomy
jinych prvki, nejéastdji atomy boru. Hlavni vyhody'*™"”,
které ¢ini borem dopovany diamant neobycejné perspek-
tivnim elektrodovym materialem, jsou:

— nizka kapacita elektrické dvojvrstvy majici za nasle-
dek nizky zbytkovy proud a velmi maly Sum,

—  siroké potencialové okno zhruba od —1,5 V do +1,5V
v 0,1 mol dm™ H,SO4,

— parafinicky charakter povrchu (sp3 hybridizované

atomy uhliku) majici za nasledek nizkou adsorpci

latek na tomto elektrodovém materidlu, coz snizuje
pravdépodobnost deaktivace zablokovanim aktivnich
center na povrchu a tudiz minimalizuje problémy sou-
visejici s pasivaci elektrody produkty elektrodové
reakce ¢i interferenty v analyzovaném roztoku,
mechanicka robustnost a stabilita umoznujici vyuziti
téchto elektrod v pritokovych systémech,

—  biokompatibilita umoziujici snadnou implantaci téch-
to elektrod do zivé tkan€ s minimalni pravdépodob-
nosti negativni biologické odezvy.

Elektrochemické vlastnosti diamantovych filmovych
elektrod jsou ovlivnény zejména typem dopantu a jeho

* Oksana Yosypchuk se s touto praci Gspésné zacastnila soutéze O cenu firmy Merck 2009 za nejlepsi studentskou védec-

kou préci v oboru analytick4 chemie.
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koncentraci, morfologickymi vlastnostmi (pfitomnosti
povrchovych defektll), pfitomnosti necistot uhliku nemaji-
cich strukturu diamantu a druhem povrchové terminace
(H, F, O aj.). V naSem ptipad€ byl diamantovy film termi-
novan vodikem. Takovy povrch ma obdobnou strukturu
jako alkany, a proto ma jen velmi nizkou tendenci adsor-
bovat polarni slouceniny z roztoku. Diky tomu jsou elek-
trodové procesy, které zahrnuji adsorpci intermedidtu na
povrch elektrody (napf. vyvoj vodiku, kysliku nebo halo-
gentl), siln¢ zpomaleny.

Cilem této prace bylo na zakladé studia elektroche-
mického chovéani roztoki 1-NP al-AP ve vodné-
methanolickém prostfedi nalézt optimalni podminky pro
jejich stanoveni metodou diferencni pulsni voltametrie
(DPV) na BDDFE.

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Zasobni roztok 1-NP (Cistota p.a., 99%, Sigma-
Aldrich, Praha, CR) o koncentraci 1-10~° mol dm byl
pripraven rozpusténim 0,02473 ¢ 1-NP v methanolu
(Cistota p. a., 99,8%, Penta, CR) za pomoci ultrazvuku
a doplnénim na celkovy objem 100 ml. Zasobni roztok 1-AP
(Cistota p. a., 99%, Sigma-Aldrich, Praha, CR) o koncent-
raci 1-10 mol dm™ byl pfipraven rozpu§ténim 0,02171 g
1-AP v methanolu a doplnénim na celkovy objem 100 ml.

Dale byl pouzit 2-propanol pro spektrofotometrii
(Merck, SRN), kyselina borita (p.a., Lachema, Brno), ky-
selina orthofosfore¢na (p.a., 85%, Lach-Ner, CR), octova
kyselina (p.a., 99,8%, Lach-Ner, CR), hydroxid sodny
(p.a., Lach-Ner, CR), deionizovand voda (Milli-Q plus
systém, Millipore, USA).

Brittoniv-Robinsontiv (BR) pufr o pH 2-12 byl pfi-
praven obvyklym zptsobem, tj. smisenim kyselé slozky
(obsahujici kyselinu boritou, octovou kyselinu a kyselinu
fosfore¢nou o koncentraci 0,04 mol dm™) a slozky zéasadi-
té obsahujici 0,2 mol dm* NaOH.

Aparatura

Voltametrickd méfeni byla provadénana pfistroji
Eco-Tribo Polarograf PC-ETP (Polaro-Sensors, Praha)
s programem PolarPro verze 5 (Eco-Trend Plus, Praha).
Jednotliva méfeni byla provadéna ve trielektrodovém za-
pojeni s argentchloridovou referentni elektrodou
(3 mol dm™ KCI, typ RAE 113, Monokrystaly, Turnov,
CR) a pomocnou platinovou pliskovou elektrodou (typ
PPE, Monokrystaly, Turnov, CR).

Jako pracovni elektroda byla pouzita BDDFE (pramér
3 mm, plocha 7,1 mm?, vyr. ¢. D-112-SA, Windsor Scien-
tific, Velk4 Britanie). Déale byl pouzit digitdlni pH-metr
Jenway 4330 (Jenway, Chelmsford, Velka Britanie)
s kombinovanou sklenénou elektrodou a ultrazvukova
lazeni: PSO 200A Ultrasonic Compact Cleaner (Notus-
powersonic, Vrable, Slovensko).
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Pracovni postupy

Byla pouzita diferenc¢ni pulsni voltametrie (DPV)
s nasledujicimi parametry: polariza¢ni rychlost 20 mV s,
pulsy o Sifce 100 ms, modula¢ni amplituda —50 mV pro
méfeni 1-NP a +50 mV pro méfeni 1-AP. Elektrochemickd
regenerace BDDFE byla v ptipad¢ 1-NP provadéna pred
kazdym méfenim pomoci padesati potencidlovych skoki
mezi Elrcg =+800 mV, tlrcg =0,3sa E2ng =-500 mV, tzrcg
=0,3 s. V pfipadé¢ 1-AP nebylo nutno regeneraci provadet.
Po ukonceni méfeni byla pracovni elektroda uchovavana
v deionizované vode¢.

Pti ptipravé roztoku 1-NP a 1-AP pro voltametrické
meéfeni se postupovalo nasledovné: do odmérné banky na
10 ml bylo odméfeno dané mnozstvi roztoku 1-NP nebo
1-AP v methanolu, pfidan methanol do celkového objemu
7 ml a roztok byl doplnén po znacku BR pufrem o daném
pH. Vzdusny kyslik byl z roztoku odstranovan pétiminu-
tovym probublanim dusikem. Méfeni byla provadéna pfi
laboratorni teplot¢.

Vyska pikd obou sledovanych latek pti diferencni
pulsni voltametrii byla vyhodnocovéana od spojnice minim
pfed a za pikem.

Mez detekce (LOD) byla pocitana jako trojnasobek
smérodatné odchylky stanoveni odpovidajici nejniz§imu
bodu prométené koncentracni zavislosti a mez stanovitel-
nosti (LOQ) jako desetinasobek této smerodatné odchylky.

Vysledky a diskuse

Nejprve byl sledovén vliv pH na chovani 1-NP a 1-AP
pti DPV na BDDFE v prostiedi methanol — BR pufr
opH 2 az 12 (7:3) (viz obr. 2 a 3). Jako optimalni bylo
pro obé latky zvoleno prostfedi methanol — BR pufr
o pH 3,0 (7:3, vysledné pH vodné-methanolického roztoku
4,5), kde byly ziskany nejvyssi, nejlépe vyvinuté a nejsna-
ze vyhodnotitelné piky.

-900
E, mV

-1500

Obr. 2. DP voltamogramy 1-NP (¢ = 1:10™* mol dm™) na BDDFE
v prostiedi MeOH-BR pufr (7:3), pH BR pufru 3,0 (1), 6,0 (2),
7,0 (3), 9,0 (4) a 12,0 (5)
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Obr. 3. DP voltamogramy 1-AP (c = 1:10™* mol dm™) na BDDFE
v prostiredi MeOH-BR pufr (7:3), pH BR pufru 3,0 (1), 4,0 (2),
7,0 (3),9,0 (4) a 12,0 (5)
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Obr. 4. DP  voltamogramy 1-NP na BDDFE v koncen-
traénim rozmezi 1:10° — 1-10~ mol dm™>. MeOH-BR pufr pH
3,0 (7:3). Koncentrace 1-NP: 0 (1) 1-107 (2), 2:107° (3), 410~
(4), 6:107° (5), 8:107° (6) a 1-10* mol dm™ (7). VloZena je kalib-
racni pfimka

Koncentraéni zévislost byla proméfena v tomto pro-
sttedi v koncentraénim rozmezi 1-10™* az 1-10"° mol dm™
pro 1-NP (viz obr. 4 a 5) a 1-:10* az 1-10”" mol dm* pro
1-AP (viz obr. 6-8). Parametry kalibracnich pfimek obou
latek jsou uvedeny v tab. I. Hodnota korelacniho koefici-
entu pro 1-NP (R = 0,9998) ukazuje vysokou linearitu
v celém koncentra¢nim rozsahu. U 1-AP je tomu obdobné
(R = 0,9996) v rozmezi 1-10” a7 6:10° mol dm™. Odchy-
leni od linearity v tiseku 6:10° az 1-10* mol dm™ miize
souviset s adsorpci 1-AP na povrchu elektrody nebo s je-
ji pasivaci. Na druhou stranu se u 1-AP podafilo dosdhnout
pomdrné nizké meze detekce 4-10° mol dm™, zatimco
u 1-NP je to jen 1-10”" mol dm > .
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Obr. 5. DP  voltamogramy 1-NP na BDDFE v koncen-
traénim rozmezi 1-10° — 1:10° mol dm™. MeOH-BR pufr pH
3,0 (7:3). Koncentrace 1-NP: 0 (1), 1-107° (1), 2:10° (2), 4-10°°
(3), 6:107° (4), 8:107° (5) 1-10~° mol dm™ (6). VloZena je kalib-
racni pfimka
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Obr. 6. DP  voltamogramy 1-AP na BDDFE v koncen-

traénim rozmezi 1-10~° — 1-10~* mol dm=. MeOH-BR pufr pH
3,0 (7:3). Koncentrace 1-AP: 0 (1) 1-107° (2), 2:107° (3), 4-10°°
(4), 6:107° (5), 8:107° (6) a 1-10* mol dm™ (7). VloZena je kalib-
raéni pifimka

Zavér

Na zakladé provedené studie elektrochemického cho-
vani roztokli 1-nitropyrenu a l-aminopyrenu na borem
dopované diamantové filmové elektrodé metodou dife-
rencni pulsni voltametrie byly nalezeny nasledujici opti-
malni podminky pro DPV stanoveni studovanych latek na
BDDFE : prostfedi methanol: BR pufr o pH 3,0 (7:3)
(vysledné pH vodné-methanolického roztoku 4,5), polari-
zaéni rychlost 20 mV s™, pulsy o §ifce 100 ms, modulaéni
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Obr. 7. DP  voltamogramy 1-AP na BDDFE v koncen-
traénim rozmezi 1-10° - 1-10~° mol dm™. MeOH-BR pufr pH
3,0 (7:3). Koncentrace 1-AP: 0 (1), 1-107° (2), 2:10°° (3), 4-10°°
(4), 6107 (5), 8:107° (6) a 1-10™ mol dm™ (7). VloZena je kalib-
racni pifimka
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Obr. 8. DP  voltamogramy 1-AP na BDDFE v koncen-
traénim rozmezi 1-10”7 = 1-10° mol dm. MeOH-BR pufr pH
3,0 (7:3). Koncentrace 1-AP: 0 (1), 1-107 (2), 2:107 (3), 4-1077
(4), 6107 (5), 8:107 (6) a 1-107° mol dm™ (7). VloZena je kalib-
racni pifimka

Tabulka I
Parametry kalibracnich pfimek pro stanoveni 1-NP a 1-AP metodou DPV na BDDE v prostfedi MeOH-BR pufr pH 3,0
(7:3)
Latka c Smeérnice R LOD LOQ
[mol dm™] [nA mol™ dm?] [mol dm™] [mol dm™]
1-NP 1-10°-1-10* -5,39-10° 0,9998 31077 8:1077
1-AP 1107 - 6107 1,50-107 0,9996 6107 2-107

amplituda —50 mV pro méteni 1-NP a +50 mV pro méfeni
1-AP. V ptipadé¢ 1-NP doporucujeme provadet elektroche-
mickou regeneraci BDDFE pred kazdym méfenim pomoci
padesati potencidlovych skokl mezi E 'reg =+800 mV, tlreg
=0,352E%=-500mV, £ee = 0,3 5. V piipadé 1-AP neni
nutno regeneraci provadét. Koncentracni zavislost 1-NP
promé&fena v rozmezi 1-10°° a7z 1-10™* mol dm™ je linearni
v celém rozsahu s R = 0,9998. Dosazend mez detekce je
3-107 mol dm”® a mez stanovitelnosti 810~ mol dm
(stanoveno z 11 paralelnich méfeni roztoku 1-nitropyrenu
o koncentraci 1-10™° mol dm™).

Koncentra¢ni zévislost 1-AP proméfend v rozmezi
1:107 az 1-10™* mol dm™ je linearni v useku 1-107 az
6:10° mol dm™ sR = 0,9996. Dosazend mez detekce je
6:10°* mol dm> a mez stanovitelnosti 2-10 mol dm
(stanoveno z 11 paralelnich méfeni roztoku 1-aminopyrenu
o koncentraci 2:107 mol dm™). Z provedené studie tudiz
plyne, Ze za uvedenych podminek 1ze na BDDEFE provést
voltametrické stanoveni I-nitropyrenu a l-aminopyrenu
s dostatecnou citlivosti a pfesnosti. V soucasné dob¢ vénu-
jeme pozornost moznosti dal§iho zvySeni citlivosti a selek-
tivity tohoto stanoveni pomoci piedbézné separace a pre-
koncentrace extrakci tuhou fazi a spojeni elektrochemické
detekce studovanych latek s jejich separaci vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii.
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Tato prace byla financné podporovana Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a télovychovy (projekty
MSM0021620857, LC 06035 a RP 14/63).
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0. Yosypchuk, K. Peckova, and J. Barek (Charles
University, Faculty of Science, Department of Analytical
Chemistry, UNESCO Laboratory of Environmental Elec-
trochemistry, Prague): Voltammetric Determination of
1-Nitropyrene and 1-Aminopyrene at a Boron-Doped
Diamond Film Electrode

Optimum conditions for the determination of car-
cinogenic 1-nitropyrene (NP) and 1-aminopyrene (AP)
by differential pulse voltammetry with a boron-doped dia-
mond film electrode were found — aqueous-methanolic
(3:7) Britton-Robinson buffer (pH 3), scan rate 20 mV s,
pulse duration 100 ms, pulse amplitude —50 mV (NP) and
50 mV (AP). The regeneration in NP determination was
carried out before analysis by switching fifty-times be-
tween the potentials 800 mV and —500 mV every 0.3 s. In
determination of AP, no regeneration was needed. The
limits of quantification were 8-107 and 2:10"" mol dm™ for
NP and AP, respectively.
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Uvod

Aminoderivaty bifenylu jsou toxické pii vdechovani,
styku s kizi a pfi poziti, maji kumulativni G¢inky, jsou
Skodlivé pro vodni organismy a mohou vyvolat dlouhodo-
bé neptiznivé G&inky ve vodnim prostfedi'. Soutasné pied-
stavuji metabolity dalSich genotoxickych polutanti — nitro-
vanych polycyklickych aromatickych uhlovodikil (NPAH)?,
a tudiz mohou slouzit jako biomarkery miry expozice tém-
to nebezpednym latkam®. Proto neustale roste poptavka po
stanoveni téchto genotoxickych latek v nejriiznéjSich mat-
ricich.

Elektrochemicka detekce (ED) ziskala od svého zave-
deni v prutokovych metodach v 70. letech minulého stoleti
nezastupitelné misto mezi ostatnimi detekénimi metoda-
mi*, podpoiené v poslednich deseti letech zajmem o minia-
turizované detekéni systémy”. Nejvétsi uplatnéni nachézeji
materidly obsahujici rizné formy uhliku (skelny uhlik,
uhlikova vlakna, porézni grafit, modifikované uhlikové
pasty a inkousty), a dale platina, zlato a stfibro, které jsou
zpravidla pouzivany v komeréné dostupnych pfistrojich.
Velkou oblibu v poslednich dvou desetiletich si
v elektroanalytické chemii ziskaly borem dopované dia-
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mantové filmové elektrody (BDDFE). K jejich vyhodnym
vlastnostem patii mechanickd a chemicka stabilita, mala
nachylnost k pasivaci, Siroké potencialové okno, nizky
zbytkovy proud a biokompatibilita®”.

Extrakce patii mezi separacni metody, které jsou za-
lozené na kontaktu dvou makroskopicky zfeteln¢ oddéle-
nych nemisitelnych fazi. Pfiextrakci tuhou fazi (SPE)
v dynamickém uspotfadani je tuhy sorbent v extrakéni ko-
loné prolévan roztokem vzorku. V analytické chemii se
SPE vyuziva zejména k prekoncentraci a piedb&ézné sepa-
raci latek'’.

Cilem této prace bylo stanoveni 2-aminobifenylu (2-AB),
3-aminobifenylu (3-AB) a 4-aminobifenylu (4-AB) v mode-
lovych vzorcich pitné a fi¢ni vody metodou vysokoucinné
kapalinové chromatografie s elektrochemickou detekei
(HPLC-ED) v tenkovrstvé cele pomoci BDDFE a nalezeni
vhodnych podminek pro jejich pfedbéznou separaci a pre-
koncentraci pomoci extrakce na tuhou fazi.

Experimentalni ¢ast
Reagencie

Zasobni roztoky 2-AB (Sigma-Aldrich, 97%), 3-AB
(syntetizovano na katedfe organické chemie PfF UK
v Praze) a 4-AB (Sigma-Aldrich, 97%) o koncentraci
1-10* mol I"! byly ptipraveny rozpuiténim piesné navaze-
ného mnozstvi dané latky v 250 ml deionizované vody
(Milli-Q plus system, Millipore, USA), za pomoci ultra-
zvuku. Déle byly pouZzity tyto chemikalie ¢istoty p.a.: oc-
tova kyselina (Lach-Ner, Neratovice), hydroxid sodny
(Lach-Ner, Neratovice), kyselina fosforecna (Lach-Ner,
Neratovice), aceton (Lach-Ner, Neratovice), diethylether
(Lachema, Neratovice), ethylester kyseliny octové
(Lachema, Brno), kyselina chlorovodikova (Lachema,
Neratovice). Methanol a acetonitril v chromatografické
Cistot¢ dodal Merck, Praha. Octanovy tlumivy roztok
o koncentraci 0,01 mol I"" a pH 5,0 byl piipraven smise-
nim 0,577 ml 99% kyseliny octové s 900 ml deionizované
vody. pH vzniklého roztoku bylo upraveno na hodnotu 5,0
roztokem 0,2 M-NaOH. Roztok byl doplnén deionizova-
nou vodou na 1 1. Fosfatovy tlumivy roztok o koncentraci
0,01 molI"" a pH 1,5 byl pfipraven smisenim 0,068 ml
85% kyseliny fosforecné s 90 ml deionizované vody. pH
vzniklého roztoku bylo upraveno na hodnotu 1,5 koncent-
rovanou kyselinou chlorovodikovou a doplnéno deionizo-
vanou vodou na 100 ml. Pfesnd hodnota pH byla métena
digitdlnim pH-metrem Jenway 4330 (Jenway, Velka Brita-
nie) s kombinovanou sklenénou elektrodou (typ 924 005).
pH-metr byl kalibrovan standardnimi vodnymi pufry za
laboratorni teploty.

* Lucie Maixnerova se s touto praci uspé$né zacastnila soutéze O cenu firmy Merck 2009 za nejlepsi studentskou védec-

kou préci v oboru analytick4 chemie.
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Aparatura

HPLC byla provadéna na kapalinovém chromato-
grafu ve sloZeni: gradientovd pumpa L-7100, autosam-
pler L-7200, spektrofotometricky UV/VIS detektor L-7400,
fidici jednotka D-7000 (vSe Merck-Hitachi, SRN). Obslu-
hu systému, sbér a vyhodnoceni dat zajistoval osobni po-
¢ita¢ s programem HSM (Merck-Hitachi, SRN) pracujici
v operac¢nim systému MS Windows NT (Microsoft Corpo-
ration, USA). Pro HPLC separaci aminobifenyla byla pou-
zita kolona LiChroCART ChiraDex® (250 x 4 mm, 5 pum,
Merck, SRN) skovalentné¢ vazanym B-cyklodextrinem
a ptedkolonka LiChroCART ChiraDex® (4 x 4 mm, 5 pm,
Merck, SRN). Méteni byla provadéna za laboratorni teplo-
ty, kolona nebyla termostatovana. Pouzivané mobilni faze
byly odvzdusnovany ultrazvukem. Spektrofotometricky
UV/VIS detektor byl stabilné¢ nastaven na vlnovou délku
detekce 290 nm (cit.*). Tenkovrstvy ampérometricky de-
tektor pracujici v tfielektrodovém usporadani, kde pracov-
ni elektrodou byla BDDFE, byl sériové zapojen za vystup
ze spektrofotometrického UV/VIS detektoru. Pracovni
potencial, tj. potencial vkladany na pracovni elektrodu, pti
kterém dosahuje pomér signalu k Sumu maximalni hodno-
ty, byl +1,2 V (pievzato z prace'"). Pro vkladani pracovni-
ho potencialu na elektrodovy systém detektoru byl pouzit
potenciostat ADLC 2 (Laboratorni pfistroje, CR).

Pracovni elektroda byla poskytnuta prof. G. M. Swai-
nem (Michigan State University, East Lansing, Michigan,
USA). Jednalo se o borem dopovany mikrokrystalicky
diamantovy film pftipraveny technikou chemické depozice
par ze smési methanu, vodiku a diboranu’"’. Pied prvnim
pouzitim byl povrch BDDFE zoxidovan vlozenim potenci-
alu +2,4 V po dobu 60 min v 0,1 M-H,SO,. Jako referentni
elektroda byla pouzita argentchloridova referentni elektro-
da typu 66-EE009 (Cypress Systems, Chelmsword, USA).
Pouzita tenkovrstva detekéni cela'? se sklada ze dvou poly-
chlorotrifluoroethylenovych (Kel-F) ¢asti. V horni jsou
vyvrtany tfi otvory — pro vstup a vystup mobilni faze a pro
umisténi referentni elektrody. Pomocnou elektrodu pred-
stavuje 6 cm dlouha kapildra z nerezové oceli slouzici
zarovel pro vystup mobilni fize z kolony. Na spodnim
dilu je ulozen médény plisek zajistujici elektricky kontakt
a pracovni elektroda. Oddéleni pracovni elektrody od hor-
niho dilu je zajisténo 0,1 cm silnym tésnénim z Vitonu®
(GUSCHU - té&snici technika, CR). Ptedpokladame-li 25%
stladeni Vitonu® pii utazeni $roubu, pak by objem detekéni
cely mél byt 10 pl.

Pracovni postupy

Pouzivana mobilni fize byla pfipravovana smisenim
40 objemovych dild 0,01 molI"' octanového pufru
o pH 5,0, 30 dilt methanolu a 30 dila acetonitrilu''. P¥ed
méfenim byla mobilni faze 10 min odvzdusnovana ultra-
zvukem a dale 10 min probublavana heliem. Po kazdém
dni méfeni byl podle doporuceni dodavatele kolony cely
systém minimalné 15 min promyvan smési methanolu,
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acetonitrilu a deionizované vody v poméru 30:30:40 (v/v/v),
¢imz doslo k vymyti pufru ze systému.

Pii pfimém stanoveni aminobifenyld v pitné a ficni
vodé byly modelové vzorky pfipraveny tak, Ze do 10 ml
odmémé banky bylo odpipetovano potfebné mnozstvi za-
sobnich roztokd 2-AB, 3-AB a 4-AB o koncentraci 1-107
mol " a dopInéno na 10 ml pitnou nebo Fiéni vodou. Ri¢ni
voda byla pied pfipravou modelového vzorku piefiltrovana.

Extrakce tuhou fazi byla provadéna na kolonach Li-
Chrolut”EN (Merck, SRN, objem 6 ml, 500 mg sorbentu
divinylbenzenu a ethylvinylbenzenu) za pouziti vzduchové
vyvévy a dvanactimistného extrakéniho rozvodu. Tato
kolonka je vyrobcem doporucovana pro prekoncentraci
aromatickych aminti.

Pti extrakci 2-AB, 3-AB a 4-AB z pitné a fi¢ni vody
byla pfiprava vzorkd, aktivace extrak¢énich kolonek
(Lichrolut® EN) a davkovani vzorku provadény dle postu-
pu uvedeného vyrobcem pro stanoveni anilinu'®. pH vzor-
kt bylo pred extrakci upraveno na hodnotu 9,0 roztokem
0,2 M-NaOH. Byla provedena aktivace kolonky jejim po-
stupnym promytim 3 ml ethylacetatu, 3 ml methanolu
a 3 ml deionizované vody. Nasledné bylo na kolonku na-
neseno 100 ml analyzovaného vzorku a prosato rychlosti
2mlmin". Poté byla kolonka promyta 1 ml destilované
vody slouzici k vymyti nezadoucich pfimési a 1 min vysu-
Sovéana vzduchem. Zachycené analyty byly eluovany 10 ml
diethyletheru. Eluat byl nasledné odpafen odfoukdnim
dusikem, k odparku byl pfidan 1,0 ml mobilni faze obsa-
hujici smés methanolu, acetonitrilu a octanového pufru
o koncentraci 0,01 mol 1™' a pH 5,0 v pom&ru 30:30:40
(v/v/v) a 20 pl takto pfipraveného roztoku bylo ddvkovano
do systému HPLC. Vytézek extrakce byl vzdy vyhodnoco-
vén jako pomér vysky piku analytu pfi extraénim stanove-
ni IpEx k vysce piku Ipo ziskan¢ho ptidavkem potiebného
objemu standardniho roztoku k roztoku po extrakci slepé-
ho vzorku. Slepy vzorek byl vzdy podrobovan stejnym
extrakénim postupiim jako modelové vzorky Ficni a pitné
vody. Meze detekce (Lp) byly uréeny jako koncentrace
analytll poskytujici signal odpovidajici trojndsobku abso-
lutni hodnoty Sumu.

Vysledky a diskuse
Pfimé stanoveni aminobifenylll v pitné a fi¢ni vodé&

Pii pfimém stanovenim metodou HPLC-ED v pitné
vodeé byly ziskany linearni kalibracni zavislosti pro 2-AB,
3-AB a 4-AB v koncentratnim rozmezi 2-10'—1-10~ mol I"".
Jejich parametry jsou uvedeny v tabulce I. Chromatogramy
smési ziskané v koncentraénim rozmezi 1.107-1.107°
mol I”! jsou zobrazeny na obr. 1. Déle byla pfi pfimém
stanoveni aminobifenylli v pitné vodé¢ sledovana opakova-
telnost odezvy detektoru s BDDFE. Relativni smérodatna
odchylka (RSD) odezvy detektoru pro 7 po sobé nasleduji-
cich nastfiki 2-AB, 3-AB a 4-AB o koncentraci 1107
mol I"' byla mensi nez 2,9 %. RSD v Sesti jednotlivych
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Tabulka I
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Parametry kalibrac¢nich pfimek 2-AB, 3-AB a 4-AB vyhodnocené z vysek piki pfi jejich pfimém stanoveni v pitné vodé.
Méfeno metodou HPLC-ED s BDDFE, F,, = 1,0 mls™, Eg = +1,2 V, nastiikovano 20 pl vzorku, mobilni faze metha-
nol:acetonitril: octanovy pufr o koncentraci 0,01 mol 1" a pH 5,0 v poméru 30:30:40 (v/v/v)

Latka LDR? Smeérnice Usek Korelaéni Lp®
[mol I'] [mA mol™1] [nA] koeficient [mol I
2-AB 2:107-1-107 12,7 -0,1 0,9992 2,1-1077
3-AB 2:107-1-107° 9,0 2,1 0,9996 3,0-107
4-AB 2.107-1-1075 4.4 0,8 0,9988 6,2:1077

* Linearni dynamicky rozsah, ® mez detekce

220 F ' ' ' ' ' ]
I, nA

210}

200 p-

t, min

Obr. 1. Chromatogramy smeési 2-AB, 3-AB a 4-AB pii jejich
primém stanoveni v pitné vodé; koncentrace analytd: 0 (7),
2:107 (2), 41077 (3), 61077 (4), 8-:1077 (5), 1-107 (6) mol I'";
nastfikovano 20 ul - vzorku. Meéfeno metodou HPLC-ED
s BDDFE, F,, = 1,0 mls™, Egq = +1,2 V, mobilni faze metha-
nol:acetonitril:octanovy pufr o koncentraci 0,01 mol I”" a pH 5,0
v poméru 30:30:40 (v/v/v)

dnech v pribéhu dvou mésici byla 7 % pro proudové
pozadi a maximalné 20 % pro odezvu detektoru na studo-
vané analyty, coz svéd¢i o dostatecné stalosti odezvy elek-
trochemického detektoru pii jeho dlouhodobém pouZzivani.

Ptfi pfimém stanoveni metodou HPLC-ED v fi¢ni
vodé byly obdobné jako v pitné vod¢ ziskany linearni ka-
libra¢ni zavislosti pro 2-AB a 3-AB v koncentra¢nim roz-
mezi 1-107-1-10"° mol "' a pro 4-AB v koncentratnim
rozmezi 2-107'—1-10 mol I"". Jejich parametry jsou uve-
deny v tab. II. Chromatogramy smési ziskané v koncen-
traénim rozmezi 2-107—1-10° mol I"* jsou zobrazeny na
obr. 2.

Stanoveni aminobifenyll v pitné a fi¢ni vodé
po extrakci tuhou fazi

Ke stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB v pitné a fi¢ni vodé
s vyuzitim SPE k pfedbézné separaci a prekoncentraci
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bylo nejprve nutné nalézt optimalni podminky, tj. prede-
v§im vhodnou SPE kolonku a elu¢ni ¢inidlo. Na zakladé
doporouceni vyrobce byla zvolena kolonka LiChrolut® EN
obsahujici kopolymer ethylvinylbenzenu a divinylbenzenu.
Pti volbé elu¢niho cinidla byla testovana smés methanol —
acetonitril — aceton (50:50:1), smés acetonitril — 0,01 mol I
fosfatovy pufr pH 1,5 (1:1) a samotny diethylether. Nejlépe
se osv&dCil samotny diethylether, ktery poskytl nejvyssi
vytézek a ktery byl zvolen i pro svij nizky bod varu
umoziiujici snadné odpateni. Pii eluci 10,0 ml diethylethe-
ru bylo dosazeno vytézku 69,0 % pro 2-AB, 71,3 % pro
3-AB a 63,9 % pro 4-AB. Ostatni vyse uvedené elucni smési
poskytly vytézek kolem 30 % pro malé objemy eluenti do
3 ml, které by umoznily dostatecnou prekoncentraci analytt.
Opakovatelnost tohoto stanoveni pro 10,0 ml diethyletheru
byla testovana analyzou ctyt modelovych vzorkl pitné vody
obsahujici 2-AB a 4-AB (¢ = 1-107" mol I'"). Vysledky jsou
shrnuty v tab. III.

I, nA

210

205

200 {/

t, min

Obr. 2. Chromatogramy smeési 2-AB, 3-AB a 4-AB pii jejich
primém stanoveni v ¥iéni vodé; koncentrace analyti: 0 (/),
1-107 (2), 2:1077 (3), 41077 (4), 6107 (5), 8-107 (6), 1-107 (7)
mol 1”'; nast¥ikovano 20 pl vzorku. Mé&feno metodou HPLC-ED
s BDDFE, F,, = 1,0 mls™, Eg = +1,2 V, mobilni faze metha-
nol:acetonitril:octanovy pufr o koncentraci 0,01 mol I”' a pH 5,0
v poméru 30:30:40 (v/v/v)
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Tabulka II

Parametry kalibracnich pfimek 2-AB, 3-AB a 4-AB vyhodnocené z vysek pikt pfi jejich pfimém stanoveni v fi¢ni vode.
Méfeno metodou HPLC-ED s BDDFE, F,, = 1,0 mls™, Egq = +1,2 V, nastfikovéno 20 pl vzorku, mobilni faze metha-
nol:acetonitril: octanovy pufr o koncentraci 0,01 mol 1" a pH 5,0 v poméru 30:30:40 (v/v/v)

Analyt LDR? Smeérnice Usek Korela¢ni Lp®
[mol 17 [mA mol ™ 1] [nA] koeficient [mol 17
2-AB 1-1107-1.107 12,8 -0,7 0,9993 2,1-107
3-AB 1.107=1-1075 9,7 0,4 0,9996 2,8-1077
4-AB 2.107=1.107 49 0,3 0,9996 5,5:1077

?Linearni dynamicky rozsah, ® mez detekce

Tabulka IIT

Vytézek extrakce tuhou fazi 2-AB a 4-AB (¢ = 1-107 mol I"") ze 100 ml pitné vody vyhodnocovany jako pomér IpEX/lpO,
kde Ipo je vyska piku standardu (c=1-10 > mol I'") a IpEX je vyska piku po extrakci. Opakovatelnost extrakce (n = 4) je
vyjadfend smérodatnou odchylkou s a relativni smérodatnou odchylkou RSD vytézku. Kolonka LiChrolut® EN
(500 mg/6 ml), eluovano 10 ml diethyletheru

Analyt 1) [nA] 1,7 [nA] L, [%] s [%] RSD [%]
2-AB 88,9 61,3 69,0 4,0 5,8
4-AB 37,5 24,0 63,9 11,6 18,1
Pro stanoveni aminobifenyld v pitné vodé metodou AB spiky odpovidajicimi mrtvému casu kolony. Tato
HPLC-ED s vyuzitim SPE a eluce diethyletherem s jeho interference je vyrazné vyssi pro komplikovanéjsi matrici
naslednym odpatfenim byly ziskdny linedrni kalibra¢ni ficni vodu neZ pro vodu pitnou, kde tolik neovlivnila mé-
zavislosti pro 2-AB v koncentraénim rozmezi 2,5-107 feni nejniz§iho koncentracniho tadu. Ziskané zavislosti
aZ 1-107 mol 17, pro 3-AB a 4-AB v koncentraénim roz- jsou linedrni v rozsahu uvedeném spolu s parametry kalib-
mezi 5-107°—1-10"7 mol I"". Jejich parametry jsou uvedeny ra¢nich pfimek vtabulce V. Chromatogramy smési
v tab. IV. v koncentraénim rozmezi 1-10°=1-107 mol I"! jsou zobra-
Pii stanoveni aminobifenyltl v fi¢ni vodé¢ metodou zeny na obr. 3.
HPLC-ED s vyuzitim SPE byla rovnéz pouzita eluce die- Meze detekce pro stanoveni 2-AB a 3-AB v mode-
thyletherem a jeho nasledné odpafeni. Byly promé&feny lovych vzorcich pitné vody s vyuZitim SPE (viz tab. IV)
kalibrac¢ni zavislosti 2-AB v koncentracnim rozmezi lezi v koncentraénim tadu 10°mol I”', tj. az pii stokrat
2,5:10%-1-107 mol 1"%, 3-AB v koncentraénim rozmezi niz§ich koncentracich, nez jsou limity detekce pro primé
2,510°-1-107 mol I"' a 4-AB v rozmezi 5,0-107°-1-107" stanoveni aminobifenyld v této matrici. Pro fi¢ni vodu jsou
mol I". Pro 2-AB nebylo mozno reprodukovatelng vyhod- mr}ity det@kce § Vyuii.tin.l SPE Vy§§1 nez pro pitnou vodu,
notit niz§i koncentrace vzhledem k interferenci odezvy 2- jelikoz se jedna o sloZitéjsi matrici.
Tabulka IV

Parametry kalibra¢nich zavislosti vyhodnocené z vySek pikd pfi stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB v pitné vodé s vyuzitim
SPE. Mé&feno metodou HPLC-ED s BDDFE, F,=1,0mls™), E4 = +1,2 V, mobilni faze methanol:acetonitril:octanovy

pufr o koncentraci 0,01 mol I"a pH 5,0 v poméru 30:30:40 (v/v/v), kolonka LiChrolut® EN (500 mg/6 ml), eluovano 10 ml
diethyletheru

Analyt LDR Smérnice Usek Korela¢ni Lo
[mol 1] [A mol™1] [nA] koeficient [mol 1]
2-AB 5,0-107°-1-107" 0,78 4.1 0,9925 3.4.107°
3-AB 7,5-107°-1-1077 0,62 52 0,9851 4,4107°
4-AB 7,5107°-1-107" 0,25 -2,1 0,9849 1,1-107®
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Tabulka V

Cena Merck

Parametry kalibracnich zavislosti vyhodnocené z vySek pikli pfi stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB v fi¢ni vod¢ s vyuzitim
SPE. M&feno metodou HPLC-ED s BDDFE, F,,= 1,0 ml s\, Ey = +1,2 V, mobilni faze methanol:acetonitril:octanovy
pufr o koncentraci 0,01 mol " a pH 5,0 v poméru 30:30:40 (v/v/v). Kolonka LiChrolut® EN (500 mg/6 ml), eluovano

10 ml diethyletheru

Analyt LDR? Smérnice Usek Korela¢ni Lp®
[mol I'] [A mol™1] [nA] koeficient [mol I"']

2-AB 2,5-107%-1-107" 0,32 -1,0 0,9869 8,4-107°

3-AB 2,5107°-1-1077 0,20 0,2 0,9985 1,3-107°

4-AB 5,0-10°-1-1077 0,16 0,2 0,9953 1,7.10°8

* Line4rni dynamicky rozsah, ® mez detekce

ILnA["

760 |- 2-AB

: :
6

3-AV i

L ,’ “‘\ " \,“ 5 4

740 | / .

720
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Obr. 3. Chromatogramy smési 2-AB, 3-AB a 4-AB p¥i jejich
stanoveni v Fi¢ni vodé s vyuzitim SPE; koncentrace analyti: 0
(1), 1,0.107 (2), 2,5-107 (3), 5,0-107 (4), 7,5-107 (5), 1-1077 (6)
mol I"". Mé&feno metodou HPLC-ED s BDDFE, F,, = 1,0mls™,
E4¢=+1,2 'V, mobilni faze methanol:acetonitril:octanovy pufr o
koncentraci 0,01 mol ™" a pH 5,0 v poméru 30:30:40 (v/v/v),
kolonka LiChrolut® EN (500 mg/6 ml), eluovano 10 ml diethyl-
etheru

Zavér

V této praci bylo HPLC ve spojeni s ampérometric-
kym detektorem s BDDFE pouzito pro analyzu aminobife-
nylti v modelovych vzorcich pitné a fiéni vody. Nejprve byla
ovéfena moznost piimého stanoveni 2-AB, 3-AB a 4-AB
v pitné a ficni vod¢ metodou HPLC-ED. Kalibra¢ni zévis-
losti 2-AB, 3-AB a 4-AB v pitné vodé byly zméteny
v koncentraénim fadu 2:107-1-10 mol I', v fiéni vodé
v koncentraénim fadu 1-107-1-10~ mol 1! pro 2-AB
a3-ABa2-107-1-10" mol "' pro 4-AB. DosaZené meze
detekce jsou srovnatelné s hodnotami dosazenymi
v destilované vod¢ jako idedlni matrici a leZi
v koncentraénim fadu 10" mol 1™,

195

Dale bylo navrzeno stanoveni vyuzivajici predbéznou
separaci a prekoncentraci extrakci tuhou fazi na kolonkach
Lichrolut® EN. Jako nejvhodn&jii eluéni ¢inidlo byl zvolen
diethylether. Kalibracni zavislosti v pitné vod¢ jsou pro 2-AB
linearni v rozmezi 5-10°~1-107 mol I"', pro 3-AB a 4-AB
v rozmezi 7,5-10’9—1-10’7 mol I"!. Kalibra¢ni zavislosti
v Fiéni vod& byly zméfeny pro 2-AB v rozmezi 2,5-10 % az
1-107 mol I'", pro 3-AB v rozmezi 2,5-10°~1-10"" mol 1"!
a pro 4-AB v rozmezi 5-10°-1-107 mol 1"

Ze ziskanych vysledkt vyplyva, ze popsané metody
HPLC-ED jsou za danych podminek vhodné pro stanoveni
2-AB, 3-AB a 4-AB ve vzorcich pitné a fi¢ni vody a testo-
vany ampérometricky detektor s borem dopovanou dia-
mantovou filmovou elektrodou poskytuje stabilni odezvu
pro studované analyty.

Tato prdace byla financné podporovana Ministerstvem
Skolstvi, mladeze a télovychovy (projekt MSM0021620857,
LC 06035 a RP 14/63) a Grantovou agenturou Ceské re-
publiky (projekt GA CR 203/07/P261).
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H. Klimova® (“ Charles University, Faculty of Science,
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b Charles University, Faculty of Science, Department of
Analytical Chemistry, UNESCO Laboratory of Environ-
mental Electrochemistry, Prague): HPLC Determination
of Aminobiphenyls in Drinking and River Water Using
Electrochemical Detection with Boron-Doped Diamond
Film Electrode

Optimum conditions are described for the HPLC de-
termination of submicromolar and nanomolar concentra-
tions of 2-, 3-, and 4-aminobiphenyls in deionized water,
drinking water and river water. The limits of the detec-
tion with a boron-doped diamond film electrode are ca.
107 mol I"". Using solid phase extraction with diethyl
ether as eluent, the limits decrease to 10 =10 mol I'".
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Uvod

Kapilarni elektroforéza na ¢ipu umoziiuje simultanni
analyzu az n€kolika desitek vzorki béhem nékolika minut.
Nespornou vyhodou mikro€ipil je minimalni objem vzorku
potiebny pro analyzu, obvykle v fadech pikolitrd. Prvnim
pfistrojem zaloZenym na mikro€ipech byl integrovany
plynovy chromatograf v roce 1979 (cit."). I piesto, Ze toto
zatizeni nebylo komer¢né Gspé$né, pfedznamenalo nastup
dalsich zafizeni zalozenych na mikroCipech, predev§im
v kapilarni elektroforéze nukleovych kyselin, nizkomole-
kularnich latek, ale i peptidl a proteint. Separace analytd
probiha v kandlcich vyleptanych do mikro€ipu za pouziti
mikrofabrikacnich technik. Poté, co jsou na Cip naneseny
vSechny roztoky, jsou vzorky elektrokineticky vpraveny
do injektorové oblasti. Nasledné probiha elektroforeticka
separace vzorki a detekce nejcastéji pomoci laserem indi-
kované fluorescence’*. Komeréné dodavané &ipy pro de-
tekci proteinti, RNA a DNA jsou uk4zany na obr. 1.

Cena Merck

Prvni systém pro denaturacni Cipovou elektroforézu
proteinti v pfitomnosti SDS (dodecyl siran sodny) popsal
Yao a spol.”, pfitemZ prvni komeréni zafizeni bylo vyvi-
nuto firmou Caliper Technologies v roce 2001 (cit.5).
V soucasné dobé jsou k dispozici automatizované systémy
pro SDS elektroforézu na ¢ipu napt. od firem Caliper Life
Sciences, Agilent Technologies, Bio-Rad, GE Healthcare
nebo Shimadzu Biotech.

Experion je automaticky systém pro elektroforézu na
¢ipu vyvinuty firmou Bio-Rad. Tento systém je pouZitelny
pro detekci a separaci DNA, RNA a proteinil. Separace
probiha tzv. ,Lab on Chip“ mikrofluidni technologii
(Caliper Life Sciences) na malém destickovém Cipu
s naslednou fluorimetrickou detekci. Na jednom cCipu je
mozné provést analyzu az 10 proteinovych nebo 12 vzorki
nukleovych kyselin béhem 30 min. Hlavni vyhodou,
v porovnani s klasickymi elektroforetickymi systémy, je
jednoduchost provedeni, snadna obsluha a rychlost prove-
deni celé analyzy vcetné zpracovani dat. Pfi analyze pro-
teinli oproti klasické SDS-PAGE (polyakrylamidova gelo-
va elektroforéza v pritomnosti SDS) odpadaji ¢asové na-
ro¢né kroky zahrnujici pfipravu gelt a detekci proteint
pomoci Coomassie Blue, odbarvovani gell, jejich dehyd-
rataci a dokumentaci. V piipad¢ analyzy RNA vzhledem
k jejich nachylnosti k degradaci vSudypfitomnymi RNAsa-
mi je obrovskou vyhodou celého procesu jeho rychlost.
Vysledky jsou dostupné ihned po analyze. Dal$i vyhodou
je i automaticka relativni i absolutni kvantifikace separo-
vanych biomakromolekul. Pfi praci s Experionem je nutné
mit na paméti uréitd omezeni, kterymi jsou posun moleku-
lovych hmotnosti nékterych detegovanych proteinli ve
srovnani s SDS-PAGE, popf. problematicka analyza poly-
peptidit s molekulovou hmotnosti niz§i nez 10 kDa, ktera
je zplsobena emisnim maximem pouzitého fluorescencni-

ho barviva’™.

Experion™

Experion™
RNA StdSens Pro‘z’ggmn

LOT# HM15UKD2
EXP JUN/15/07 E’

LOT# KG24UKD1
Exp ﬂL‘erl:(Ual

LCT # LG14UPO1
EXP MAY/14/09

Obr. 1. Komer¢né dodavané Cipy pro detekei proteinii, RNA a
DNA od firmy Bio-Rad

* Prezentovano Ondfejem Zitkou na 12. ro¢niku celostatni soutéze o nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analytic-

ké chemie O cenu firmy Merck.
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Pro své prednosti 1ze predpokladat uplatnéni pfistroje
Experion pro rutinni aplikace jako klinicka praxe'’, sledo-
vani a ov&fovani separagnich procesi'"'%, ovéfovani odri-
dové jakosti'* ™", piesngjii a reprodukovatelné vyhodnoce-
ni restrikéni analyzy DNA'® a kontroly kvality extrahova-
nych nukleovych kyselin'’. Ziskané zavislosti intenzity
fluorescence na ¢ase mohou byt zahrnuty do databazi od-
riad a vyuzity pro ovéfovani odridové jakosti a kvality
vyrobka'* 1318,

Cilem tohoto ¢lanku je shrnuti naSich dosavadnich
zkuSenosti s pouzitim systému Experion pro detekci lakto-
ferinu a matrixové metaloproteinasy 9 (MMP-9). Oba pro-
teiny jsou kovy vazajici a bez jejich pfitomnosti nejsou
aktivni. Laktoferin (laktotransferin) je metaloprotein vy-
skytujici se v granulich neutrofild a mukoznich sekretech,
predevSsim v mléce. Nizsi koncentrace byly nalezeny
v slzach, slinach a dalsich télesnych tekutinach. Biologic-
ky vyznam laktoferinu dosud neni zcela objasnén, vzhle-
dem ke své schopnosti vazat zelezo z okoli vykazuje bak-
tericidni vlastnosti, krom& toho ma také antiflogistické
schopnosti'®. Mimo jiné je schopen modulovat imunitni
odpovédi a ma pozitivni efekt na rdst mléénych bakterii,
coz jestd zesiluje jeho antimikrobilni pasobeni®’. Matri-
xové metaloproteinasy jsou enzymy schopné §tépit protei-
ny extracelularni matrix. Tato schopnost je spojuje
s mnoha fyziologickymi procesy, jako jsou apoptoza, dé-
lozni cyklus, embryonélni vyvoj, ovulace anebo zanét, ale
také jsou davany do souvislosti s mnoha onemocnénimi,
napf. artritida, Alzheimerova choroba, ateroskler6za, cévni
onemocnéni, gastriticky vied, choroby centralni nervové
soustavy, jaterni cirh6za, metastazy a rakovina. Podle sub-
stratové specifity a mechanismu $tépeni substratu se déli
na Zelatinasy, kolagenasy, stromelysiny, matrilysiny,
membranoveé vazané MMP a ostatni, pficemz MMP-9 se
fadi mezi Zelatinasy, které St€pi predevS§im kolagen (IV, V,
VII, X a XIV) jako zakladni stavebni slozku pojivové tkang?'.

Bioanalytick4 chemie zahrnuje fadu rozdilnych oblas-
ti pocinaje kvantifikaci cilového analytu ve vzorku az po
urceni struktury ¢i schopnosti interakce biomakromolekuly
s dal$imi latkami. Proto je nezbytné hledat nastroje, které
by bylo mozné vyuzit pro rizné aplikace s dobrou opako-
vatelnosti a zaroven nizkou casovou narocnosti. V nasi
préci jsme se zaméfili na moznost testovat pfistroj Experi-
on pro kvantifikaci proteini a zaroven pro studium in-
terakce proteinu s dal§im proteinem.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Lidskd MMP-9 byla dodana firmou Chemicon Inter-
national (Temecula, USA). Lyofilizovany praseci kolagen
byl ziskan od Vyzkumného tstavu pletaiského (Brno, Ces-
ka republika). Standard laktoferinu byl dodan firmou NU-
TRA ingrediens (Nizozemi). Ostatni pouZité chemikalie
byly od firmy Sigma-Aldrich (USA) v ACS distot¢.
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Cipova gelova elektroforéza — Experion

Pro analyzy byl pouzit Cipovy elektroforeticky systém
Experion (Bio-Rad, USA). Vzorky byly pfipraveny podle
metodického postupu dodavatele analytickych kitt (Bio-
Rad). VSechny analyzované vzorky byly fedény tak, aby
koncentrace proteinii nepfesahla 300 pg ml™'. Nasledng
byly 4 pl natedéného vzorku smichany s 2 pl redukéniho
pufru (systémovy pufr ve smési s merkaptoethanolem
(100%) v poméru 30:1 (v/v)). Tato smés byla ponechana
4 min pfi 100 °C a poté bylo pridano 84 ul vody (ACS
kvalita, Sigma-Aldrich, Némecko). Po naplnéni ¢ipu ge-
lem a ptipravé barviciho roztoku byla zfedéna smés vzor-
ku, redukéniho pufru a vody (6 pl) nanesena do jednotli-
vych jamek v Cipu. Jako standard byl pouzit Pro260 Lad-
der (Bio-Rad), ktery je soucasti analytického kitu. Pro
inkubaci vzorkd pfed analyzou byl pouzit termomixer
(Eppendorf 5430, USA).

SDS-PAGE

Analyzy vzorkdi byly ovéfeny polyakrylamidovou
gelovou elektroforézou v ptitomnosti dodecylsulfatu sod-
ného (SDS-PAGE). Pro studium metaloproteinas a laktofe-
rinu byl pouzit 7,5% separacni gel a koncentrace zaostfo-
vaciho gelu byla 5 %. SDS-PAGE probihala na aparatuie
Maxigel od firmy Biometra (Némecko). Separace probiha-
la pfi napéti 150 V dokud celo proteinti nedoséhlo dolniho
konce gelu (~ 2 h). Béhem separace byl gel chlazen vodou.
SDS-PAGE a detekce proteint stiibrem byly provedeny
podle klasickych protokolii*.

Purifikace laktoferinu

Vzorky kravského kolostra odebrané po 1, 12, 24, 36
a 48 hodinach od porodu byly obdrzeny ze Skolniho statku
Mendelovy univerzity v Zabgicich. Vzorky (~ 10 ml) byly
po odbéru zamrazeny na —20 °C. Po rozmrazeni byl vzo-
rek 10x natfedén v 0,2 M fosfatovém pufru, vortexovan
a centrifugovan po dobu 30 min pti 14 000 rpm (Hettich
centrifugen, Némecko). Po centrifugaci byl vzorek filtro-
van pres 0,45um filtr a opét 10x nafedén 0,2 M fosfato-
vym pufrem. Jeden ml takto pfipraveného vzorku byl za
pouziti peristaltické pumpy Minipulse 3 (Gilson, Francie)
aplikovan na monolitickou kolonu tvofenou iontoménico-
vym diskem CIM (BIA separations, Slovinsko).

Enzymova reakce

Stépeni kolagenu pomoci MMP-9 bylo provadéno
v 0,066 M fosfatovém pufru o pH 7,5. Enzymova reakce
probihala po dobu 30 min pfi teploté 70 °C. Byla pouzita
nasledujici vstupni koncentrace jednotlivych reaktanti:
100 ng MMP-9 a 20 ng kolagenu.
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Vysledky a diskuse
Kvantifikace proteini

Software k pfistroji Experion naim umoziuje zobrazit
vysledky v podobé elektroforeogramu, kde sledujeme za-
vislost vysky fluorescenéniho signalu na ¢ase. Na obr. 2a
je zobrazena detekce standardl laktoferinu o riznych kon-
centracich. Kalibra¢ni ptimka pro laktoferin (y = 0,0126x
— 1,978, R? = 0,994, relativni smérodatna odchylka 5,5 %)
je ukazana na vlozeném obrazku v obr. 2a. Detek¢ni limit
byl stanoven postupnym fedénim jako 125 ng proteinu
v90 ul (1,4 ugml™). V porovnani s priitokovou injekéni
analyzou spojenou s UV detektorem je detekéni limit
téméft o dva fady vyssi, ale pro detekei laktoferinu v mléce
a dalSich biologickych vzorcich, které tento protein obsa-
huji, je dostatecny. Navic nam tato technika nabizi moz-
nosti sledovat rozklad popf. tvorbu slozitéjsich struktur
(vicemertl), které bychom nebyli schopni priitokovou in-
jekeéni analyzou postiehnout.

Izolace laktoferinu z kravského kolostra byla prove-
dena pomoci monolitické kolony a postupu pievzatého
z prace Adam a spol>. Priitok mobilni faze (5 mM fosfato-
vy pufr o pH 7,25) byl po dobu prvnich 20 min separace
0,75 ml min~'. B&hem této doby doslo k zachyceni protei-
ni o izoelektrickém bodu 7,25. V 21. min separace byl
fosfatovy pufr nahrazen 1,3; 1,5 anebo 2,0 M-NaCl, ¢imz
doslo k eluci zachycenych proteind. Po uplynuti 35 min
byla kolona regenerovana pomoci 1 M-NaOH po dobu
10 min. Na obr. 2b je ukazana optimalizace separace lakto-
ferinu na monolitické koloné. Draha ¢islo 1 zobrazuje
standard laktoferinu, kde mizeme vidét intenzivni signal

Cena Merck

v oblasti M, ~ 100 000. V draze ¢islo 2 je vzorek kravské-
ho kolostra pfed purifikaci. Z obrazku je jasné€ patrné, Ze
zastoupeni laktoferinu v ptivodnim vzorku bylo minimalni,
byly detegovany predevS§im balastni proteiny. Proto jsme
nasledné pouzili pro vymyti z monolitické kolony tfi vyse
zminéné roztoky NaCl o riznych koncentracich (1,3; 1,5 a
2,0 M). Analyzu ziskanych frakci mizeme vidét v drahach
Cislo 3, 4 resp. 5. Zobrazku je jasné patrné, ze
k nejacinngjsi eluci navazanych proteind doslo za pouziti
1,5 M-NaCl (draha €. 4, obr. 2b). Vysledky byly srovnatel-
né s daty ziskanymi metodou SDS-PAGE (neni ukazano).
Mnozstvi laktoferinu kvantifikovaného ve vzorcich kolost-
ra odebranych po 1, 12, 24, 36 a 48 hodinach od porodu
byly 0,8; 0,9; 1,2; 0,6 a 0,4 g I Vysledky kvantifikace
laktoferinu byly srovnatelné s vysledky obdrzenymi pomo-
ci UV detekee™.

Protein-protein interakce

Déle jsme se zaméfili na dal$i kovy vézajici protein
MMP-9. Pouzili jsme stejnou koncentra¢ni fadu jako
v ptipadé¢ laktoferinu a ziskali jsme linearni zavislost vys-
ky detegovaného signalu na koncentraci v podobé y =
0,0112x — 2,015, R? = 0,990. Relativni smé&rodatna odchyl-
ka stanoveni byla 6,4 %. Detekéni limit stanoveny postup-
nym fedénim byl 31,3 ng proteinu v 90 pl (350 ng ml™).

V pfedchozi praci jsme studovali elektrochemickymi
technikami interakci MMP-9 s kolagenem a prokazali
jsme, Ze jsme schopni tento d&j citlivé detegovat®. Roz-
hodli jsme se pouzit Cipovou elektroforézu pro studium
Stépeni kolagenu pomoci MMP-9 a ovéfit tak schopnost
této techniky nejen kvantifikovat proteiny, ale také postih-
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Obr. 2. Detekce laktoferinu ¢ipovou gelovou elektroforézou. Elektroforeogram 62,5, 125, 250, 500, 1000, 2000 a 4000 ng laktoferinu
(mnozstvi proteinu je vztazeno na objem 90 pl) (a), ve vlozeném obrazku je zobrazena kalibraéni kfivka.Virtualni gel, L: standard Pro-
260, draha 1: standard laktoferinu, 500 ng, drahy 2-5: kolostrum ziskané 24 h po porodu izolované za rtiznych experimentalni podminek,
draha 2: vzorek surového kolostra 10x nafedény v 5 mM fosfatovém pufru o pH 7,25 , draha 3: 1,3 M-NaCl, draha 4: 1,5 M-NaCl, draha

5: 2,0 M-NaCl, sipka ukazuje systémové piky (b)
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Obr. 3. Pouziti pristroje Experion studium $tépeni kolagenu pomoci MMP-9. Virtualni gelovy vystup z pfistroje Experion: L: stan-
dard Pro260, draha 1: 100 ng MMP-9, draha 2: 100 ng MMP-9 a 20 ng kolagenu po 30 min pii 70 °C, draha 3: 20 ng kolagenu (a). SDS-
PAGE dréaha 1: 100 ng MMP-9, draha 2: 100 ng MMP-9 a 20 ng kolagenu po 30 min pii 70 °C, draha 3: 20 ng kolagenu (b)

nout jejich vzajemné interakce. V draze ¢islo 1 na obr. 3a
je zobrazena detekce 100 ng MMP-9. V piipadé analyzy
kolagenu (draha ¢.3) neni na virtudlnim gelu zachycen
zadny signal, coz odpovida kompaktnosti a velké moleku-
lové hmotnosti vlaken kolagenu. Interakce obou proteini
prinesla vysledek v podobé smési fragmentt o riizné mole-
kulové hmotnosti, ktera je zobrazena v draze cislo 2. Tento
vysledek nejen potvrzuje $té€peni kolagenu pomoci MMP-9,
ale také fakt, Ze jsme schopni tuto interakci detegovat au-
tomatickou elektroforézou na Cipu. Cely experiment jsme
také uskutecnili na SDS-PAGE (obr. 3b). V drahach ¢islo
1 a 3 mizeme vidét standardy MMP-9 resp. kolagenu.
Pomoci této techniky jsme byli schopni detegovat pritom-
nost fragmentu kolagenu o molekulové hmotnosti presahu-
jici M, 250 000, kterou jsme diky pfistrojovému omezeni
nebyli schopni rozlisit pomoci Experionu. V ptipad¢ ana-
lyzy smési obou proteinli jsme ziskali fadu fragmentl
o ruznych molekulovych hmotnostech s nejsilngjSim pa-
sem mezi M, 50 000 az 75 000, coz zcela odpovida zazna-
mu z automatické elektroforézy na Cipu (obr. 3a, b). Dalsi
fragmenty jiz nejsou dobie kvantifikovatelné, na rozdil od
Cipové elektroforézy, ktera je citlivéjsi.

Zaveér

Automatizovana Cipova elektroforéza je alternativou
klasick¢é SDS-PAGE, kde vyjma nékolikanasobného
zrychleni analyzy jsou jeji dals§i vyhodou vystupy
v elektronické podobé ve formé virtudlnich geld a zavis-
losti intenzity fluorescence na Case, coZ umoznuje spoleh-
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livou kvantifikaci sledovanych proteinti a zvysuje spolehli-
vost a opakovatelnost analyz.

Tato prace byla financovana ze zdrojiit MPO 2A4-
15917122 a GA AV KAN208130801. Ddle autori dékuji
Ing. Marii Balabanové za poskytnuti vzorkii kravského
kolostra.
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Automated chip capillary electrophoresis was used in
detection and isolation of lactoferrin and a human matrix
metalloproteinase (MMP-9) as well as in investigation of
interactions and cleavage of collagen with MMP-9. The
method is a sensitive and simple technique superior to
SDS-PAGE. It is useful in proteomic research.
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Uvod

Pfima imobilizace analyticky uzite¢nych receptorti na
povrchu nanocastic ¢asto neni mozna, protoZe neobsahuji
vhodné funkéni skupiny. Proto je nutna prediazena povr-
chova modifikace multifunkénimi molekulami (spacery'?).
Jedna funk¢ni skupina je vyuzita pro vazbu na povrch na-
nocastice, zatimco dalsi, prostorové volna, umozni imobi-
lizaci pozadovaného receptoru. Z téchto divoda je vhodné
vénovat se studiu modifikace nanocastic stifbra latkami
s riznymi funk¢énimi skupinami tak, aby pfi nasledné mo-
difikaci bylo ziejmé, za jakych podminek se dana funk¢ni
skupina vaze nebo s povrchem neinteraguje.

Asi nejznaméji je vazba thiolovych derivatd’, na
povrch nanocéstic stfibra se ale vazi i aminy a dusikaté
heterocykly* a s povrchem interaguji i karboxylové deriva-
ty’. Nékteré z téchto latek (citrat sodny) Ize pak pouzit pfi
pripravé a stabilizaci koloidnich roztokli nanocastic
uslechtilych kova®’.

Tvar a velikost nanocastic, tedy i vlastnosti povrchu,
souvisi se zvolenou metodou ptipravy. Tyto faktory maji
zasadni vliv na fyzikalni a chemické vlastnosti nanocastic.
Vhodnou metodou sledovani jejich povrchové modifikace
je spektroskopie povrchem zesileného Ramanova rozptylu
(SERS). Jde o techniku, pfi které dochazi k interakci exci-
tujiciho laserového zareni s povrchovymi elektrony nékte-
rych kovill, mezi néz patfi stfibro, zlato a méd’. Pfi vhodné
morfologii kovu a vhodné vinové délce excitujiciho zafeni
dochazi k fadovému zesileni Ramanova rozptylu®. Intenzita
méfeného signalu zavisi na vzdalenosti molekuly od po-
vrchu nanocastice a s rostouci vzdalenosti vyrazné klesa.
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Obr. 1. Struktury modelovych latek pouZitych v této praci.
(MENH2) methylamin; (ET3EN) triethylamin; (PYR) pyridin;
(C4SH) butanthiol; (C10SH) dodekanthiol; (AcOH) octova kyse-
lina; (BZA) benzoova kyselina; (LIPA) lipoova kyselina; (3MPA)
3-merkaptopropanova kyselina

V této praci byl sledovan vliv koncentrace modelo-
vych latek (obr. 1) a vliv pH na zptsob jejich vazby na
povrch nanocéstic stiibra stabilizovanych citratem. Mode-
lové latky byly vybrany tak, aby jejich struktury a vazebné
by bylo mozné pouzit pro zprostiedkovani imobilizace
analyticky uzite¢nych receptord.

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a zafizeni

Vsechny pouZité chemikalie byly cistoty p.a. Pro pii-
pravu nanocastic byla pouzita voda od firmy Merck
(LiChrosolv, R =1 MQ). Absorpcni spektra byla méfena
na piistroji Varian Cary 400 SCAN. Mé¢reni bylo provadé-
no ve sklenéné kyveté o tloustce 1 cm v rozsahu 200 az
900 nm skrokem 1nm a vrozsahu 375 az 475nm
s krokem 0,25 nm. Ramanova spektra byla zméfena pomo-
ci Ramanova spektrometru (Deltanu Advantage 785 Near-
Infrared Raman Spectrometer). VInova délka excitacniho
laserového zdroje byla 785 nm, méfici rozsah 100-2000
em . K interpretaci Ramanovych spekter byla pouzita
vypocetni metoda ab-initio. Optimalizace molekul a vy-
poéty spekter byly provadény programem Gaussian’. Pou-

* Pavel Zvétora ziskal zv]astni cenu poroty v soutéZi o cenu firmy Merck 2008 za nejlepsi studentskou védeckou praci

v oboru analyticka chemie.
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zitd metoda a baze byla B3LYP/6-31G*. Vypoctena spekt-
ra byla porovndna s naméfenymi spektry, kdy byly identi-
fikovany nejintenzivnéj$i pasy. Z diivodu posunu vinoctu
pfi imobilizaci nebo interakci s citratem bylo v piipadé
podobnosti obou spekter vypoctené spektrum vynasobeno
korela¢nim faktorem 0,96 v ose x.

Centrifugace byly provadény v umélohmotnych zku-
mavkach o objemu 2 ml na centrifuze Eppendorf Centrifu-
ge 5418. Vzorky byly odstiedény pii 13 000 otackach za
minutu po dobu 10 min (odstfedivé zrychleni 92 665 m s7).

Sonifikace byla provadéna v ultrazvukové lazni
Transsonic 570 (Elma®, Némecko) pi 35 kHz.

Pti méfeni pH byl pouzivan pH-metr Mettler Toledo
s kombinovanou sklenénou elektrodou (InlayO 413). P¥i-
stroj byl kalibrovan pufry o tfech hodnotach pH (4,01,
7,00 a 10,00; Merck).

Pfiprava nanocastic

Byly pfipraveny roztoky nanocastic stiibra vzniklé
redukci AgNO; citratem sodnym. Roztoky byly po pfipra-
v¢ ponechany jeden den v temnu. Ke 2 ml roztoku nano-
Castic byl poté pridan vodny roztok modelové latky
(vysledna koncentrace byla 1,46:107, 3,64-107, 9,10-107,
2,275-107,5,70-10 a 1,42-107° mol 1"") a vysledny roztok
byl po modifikaci ponechan 24 h v temnu.

V pfipad¢ analyzy necentrifugovanych nanocastic
bylo zméfeno Ramanovo spektrum a pro méfeni UV-Vis
absorpéniho spektra byl roztok, z divodu zachovani plat-
nosti Lambertova-Beerova zdkona, pfed meéfenim 10x
zfedén vodou. V pripadé analyzy centrifugovanych nano-
Castic byl roztok modifikovanych nanocéstic centrifugo-
véan, redispergovan (v ultrazvukové lazni) v plivodnim
objemu vody a poté bylo zméfeno Ramanovo spektrum.
Pro méfeni UV-Vis absorpcniho spektra byl roztok pied
méfenim 10x zfedén vodou.

Pii studiu vlivu pH na imobilizaci AcOH a 3MPA
byly uzity dva rtizné postupy, které se liSily okamzikem
pfidani latky k roztoku nanocastic a okamzikem, kdy bylo
upravovano pH. V prvnim pfipad¢ byla pfidana studovana
latka a po 24 h v temnu byly modifikované nanocéstice
odcentrifugovany a redispergovany ve vodném roztoku
HCI nebo NaOH podle pozadované hodnoty pH. Ve dru-
hém experimentu byl nejprve roztok nemodifikovanych
nanocastic odcentrifugovan a redispergovan ve vodném
roztoku HCI nebo NaOH podle pozadované hodnoty pH.
K takto pfipravenému roztoku nemodifikovanych nanocéas-
tic byl ptfidan vodny roztok studovanych latek a spektra
byla méfena po 24 h.

V obou pripadech byly koncentrace latek v métenych
roztocich 1,46-107, 9,10-107 a 5,70-10"° mol I"". Nastavo-
vané hodnoty pH byly 1, 4, 7, 10 a 13. Skute¢na hodnota
pH byla zjistovana pomoci pH-metru.

Interakce AcOH a 3MPA byly sledovany UV-Vis
spektroskopii a povrchem zesileného Ramanova rozptylu
(SERS). Podminky méfeni byly shodné jako v pfedchozim
pripadé.
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Vysledky a diskuse
Ptiprava nanocéastic stfibra

Nanocastice byly pfipraveny redukci AgNO; citratem
sodnym za varu®. Takto pFipravené nano¢astice poskytova-
ly dobry signal v SERS. Touto metodou byly pfipraveny
koloidni roztoky stfibra s Sirokou distribuci velikosti ¢astic
pfevazné kulovitého tvaru (obr. 2). Maximum absorbance
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Obr. 2. a) Fotografie nanocastic stéibra (TEM); b) rozdéleni
velikosti téchto nanocastic; ¢) UV-Vis absorpéni spektru na-
nocastic stfibra pripravenych redukei citratem sodnym
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Obr. 3. Ramanovo spektrum citratu (B) (¢ = 1-10™° mol ")
a SERS spektrum citratu (A) na povrchu nanodastic stiibra.
Jednotlivé oznacené pasy odpovidaji spektru citratu imobilizova-
ného na povrchu nanocastic stiibra
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Tabulka I

Cena Merck

Hodnoty absorbance a zmény vinové délky absorpéniho maxima (= 430 nm) roztoku nanocastic stfibra v zavislosti na kon-
centraci ptfidané latky. Roztoky nanocastic nebyly piecistény centrifugaci

Vazebny Latka Koncentrace [mol I"']
atom 1,46:107° 3,64-107 9,10-107 2,28-107° 5,70-10°° 1,42:10°°
A/AL A/AL A/AL A/AL A/AL A/AL
N MENH2 0,666/ 1 0,790 / -2 0,754 / -1 0,742 /0 0,714/-6  0,804/—6
ET3EN 0,750 /1 0,778 /3 0,780 /2 0,753/3 0,778 /3 0,798 /3
PYR 1,060/ 3 1,099 /3 1,108 /3 1,060/ 3 1,091/3 1,118/3
S C4SH 0,141/13 0,175/7 0,132/-1 0,158 /4 0,495 /10 0,747 /17
C12SH 0,714/ 0 0,774/ 0 0,801 /1 0,790 /0 0,821/1 0,750 /0
¢} AcOH 0,499 / -3 0,653 /1 0,695 /2 0,718 /1 0,729 /2 0,772 /1
BZA 0,974 /4 1,025 /2 1,096 /2 1,114 /2 1,098 /2 1,114 /2
0/S LIP 0,239/ -14 0,747/ =5 0,787/-2 0,764 /-2 0,696/ 1 0,713 /1
3MPA 0,301/18 0,836/ 10 0,970/ 12 0,528 /5 1,002/0 1,014 /2
Tabulka II

Hodnoty absorbance a zmény vinové délky absorpéniho maxima (= 430 nm) roztoku nanocastic stfibra v zavislosti na kon-
centraci pfidané latky. Roztoky nanocastic byly precisStény centrifugaci

Vazebny Latka Koncentrace [mol 17']
atom 1,46-107° 3,64-107* 9,10-107° 2,275.107° 5,70-10°° 1,42:10°°
A/AL A/AL A/AN A/AN A/AN A/AL
N MENH2 0,438 /-5 0,484 /-5 0,424 /-5 0,435 /-5 0,328/ -5 0,453 /-5
ET3EN 0252/5 0,277/7 0,179 /8 0,237/12 0,155/8 0,145/9
PYR 0,787 /0 0,777/ 1 0,802 /-1 0,848 /-1 0,644 /1 0,859 /-1
S C4SH 0,116 /4 0,122 /7 0,144 /10 0,160/ 10 0252 /11 0,575/10
C12SH 0,306 /0 0,441 /1 0,414 /1 0,373 /1 0,418 /2 0,406 / 1
0 AcOH 0,216 /-8 0,281/ —4 0,367/0 0,367 /-1 0,333/2 0,442 /2
BZA 0,404 / -7 0,674 /-3 0,859 /-1 0,870 /-1 0,752/ -2 0,855/0
0/S LIP 0227/-11  0384/-2  0,557/-3 0,501 /-3 0,410/0 0,276 /1
3MPA 0,310/19 0,418 /8 0,720 /12 0,197 /12 0,684 / -2 0,639 /-2

takto pfipravenych nanocéstic se pohybovalo od 415 do
430 nm.

Na obr. 3 je Ramanovo spektrum vodného roztoku
citratu sodného a SERS spektrum citratu absorbovaného
na povrchu nanocastic'’. Koncentrace byla v obou piipa-
dech stejna. Diky povrchovému zesileni stfibrnych nano-
¢astic byly v SERS spektru pozorovéany intenzivni signaly
citratu.

Vliv koncentrace modelovych latek na UV-Vis
absorp¢ni spektra nanocastic stfibra

Byla zmétena UV-Vis absorp¢ni spektra pfipravenych
roztokl nanocastic jak pred modifikaci, tak po jejim pro-
vedeni. Nanocastice byly modifikovany modelovymi lat-

kami a vysledky jsou shrnuty v tab. I a II. Pfidavek latek
ve vSech pripadech zpisobil zménu maximalni hodnoty
absorbance a v fadé pfipadl i posun vlnové délky tohoto
maxima''. O interakci studovanych latek s povrchem na-
nocastic svédci také to, Ze posuny vlnové délky absorpcni-
ho maxima byly naméfeny i v roztocich modifikovanych
nanocastic po centrifugaci, ¢imz byly z roztoku odstranény
latky nenavazané na povrch nanocastic.

Vliv koncentrace modelovych latek na SERS
nanocastic stfibra

V piipad¢ modifikace stiibrnych nanocastic dusikaty-
mi latkami (MENH2, ET3EN, PYR), doslo k vyraznému
snizeni intenzity SERS signalu (obr. 4) oproti nemodifiko-
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Obr. 4. SERS spektra (A — PYR, B - MENH2, C — AcOH, D —
nano&stice stfibra), koncentrace latek byla 1,46-10™ mol 17
Pasy spektra (D) odpovidaji spektru citratu imobilizovaného na
povrchu nanocastic stiibra

vanym nanocasticim, v jejichz spektrech jsou patrny pasy
citratu. V pripadé latek sjedinou moznou vazbou pres
kyslik (AcOH a BZA) byly v SERS spektru pozorovany
signaly citratu s malymi zménami (obr. 4). Zmény ve
spektrech mohou byt zptisobeny fadou faktort, napf. moz-
nou interakci citratu s karboxylovymi kyselinami nebo
dusikatymi latkami (MENH2, ET3EN, PYR), nebo ¢astec-
nou agregaci roztoku nanocastic vlivem zmény iontové
sily tohoto roztoku spolu se zménou pH.

Interakce latek vazajicich se vyhradné pfes atom siry
(C4SH a C12SH) byla potvrzena posunem valen¢ni vibra-
ce CS 2652 cm™ v &isté latce (C4SH a C12SH) na 699 cm™
(C4SH), resp. 741 cm™' (C12SH). Signal u 699 cm™' odpo-
vid4 konformaci gauche a signal u 741 cm™ odpovida
konformaci trans (cit.").

V pripadé latky LIPA byla provazena jeji vazba na
povrch nanoéastic absenci valenéniho pasu SS (451 cm™)
a pasu valenéni vibrace cyklu (507 cm™). Toto naznaduje,
7e se latka vézala na stfibrny povrch pies atomy siry®.

Vazba latky 3MPA pies atom siry byla potvrzena
absenci valenéng vibragniho pasu CS (670 cm™"), ktery se
roz§tépil na dva nové pasy s vinoéty 734 cm™ a 655 cm™.
Ty piisludi valenénim vibracim CS trans u 734 cm™' a CS

coo’ H
H H H H
H H H coo”
S S
Obr. 5. Schematické znazornéni konformace trans a gauche
3MPA imobilizované na povrchu nanoé¢astic stiibra
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Obr. 6. SERS spektra imobilizované 3MPA pii koncentraci A)
1,46-10> mol I"'; B) 9,10-10° mol I"'; C) 1,42:10™° mol 1!

gauche u 655 em™ (cit.") (obr. 5 a 6). Na obr. 6 je také
zietelny péas valenéni vibrace C-COO™ u 930 cm™',
ktery byl pfitomen pii vSech koncentracich. Absence
pasu C-COOH u 900 cm™' znamena, 7e veskera imobili-
zovand latka 3MPA byla pfitomna v disociované formé,
nezévisle na jeji koncentraci'.

Vliv pH na UV-Vis absorp¢ni spektra nanocastic
stfibra modifikovanych latkami AcOH a 3MPA

Stabilita citratovych nanocastic stfibra je zndzornéna
na obr. 7. Hodnota pH byla nastavovana roztoky NaOH
a HCI a zméfena pH-metrem. Poté byla zméfena UV-Vis
absorp¢ni spektra a SERS spektra. Normalizovana absor-
bance (obr. 7) byla ziskana tak, ze byl nejprve vypocten
rozdil absorbance roztoku nanocastic po Upravé pH
v jejich absorpénim maximu a absorbance u paty tohoto
pasu (A 320 nm). Vysledny rozdil byl dale délen hod-

max =

AA/A,
1,0 -

0,8 -

*
0,6 - A

HB
04

0,2 1

R 3 *

0 —*+——————— %
01234567 8 91011121314 PH

Obr. 7. Zavislost normalizované absorbance (AA/A,) nemodi-
fikovanych citratovych nanocastic. Citratové nanocastice po
upraveé pH pomoci roztokit HC1 a NaOH (A). Vodny roztok nano-
Castic stiibra pfipravenych redukci AgNO; citratem sodnym (B)
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Obr. 8. Zavislost normalizované absorbance ¢istych nanocas-
tic (A) a roztoku téchto nanocastic s piidavky AcOH na hod-

noté pH. Koncentrace byla (B) 1,46-10~ molI™'; (C) 9,10-107

mol I'"; (D) 5,70-107° mol I"". Hodnota pH byla nastavena az po
pridavku AcOH
AAA,
12 4
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Obr. 9. Zavislost normalizované absorbance ¢istych nanocas-
tic (A) a roztoku nanocastic s pridavky 3MPA na hodnoté pH.
Jeji koncentrace byla (B) 1,46:107° mol I"'; (C) 9,10-107 mol I';
(D) 5,70-107° mol I"'. Hodnota pH byla nastavena az po piidavku
3MPA

notou absorbance roztoku nanocastic v absorpénim maxi-
mu pfed zménou pH.

Z naméfen¢ zavislosti vyplyva, ze citratové nanocasti-
ce jsou stabilni v intervalu pH od 4 do 10. Pfi pH 1,3
a 12,6 dochazelo k agregaci nanocastic. Agregace nano-
Castic je ovlivnéna predevSim zménou pH roztoku a ¢és-
te¢né také zménou iontové sily tohoto roztoku.

Interakce AcOH a 3MPA byly sledovany pfi tfech
riznych koncentracich a pfi péti riznych hodnotach pH.
Pridavky k roztoku nanocastic byly provadény jednak pied
upravou pH roztoku, kdy byla vybrana latka imobilizovana
na povrch a poté byl sledovan vliv zmény hodnoty pH na
pfislusnou interakci s povrchem (obr. 8 a 9) a dale pak po
upravé hodnoty pH, kdy byla rovnéz sledovana interakce
karboxylovych kyselin s nano¢ésticemi o pfedem pfiprave-
ném pH, vtomto piipadé bylo zjisténo, Ze diky malé
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pufracni kapacité roztoku nanocastic dochazi k posunu pH
jednotlivych roztokl smérem k disocia¢ni konstanté jed-
notlivych kyselin (pK, = 4,8).

Na rozdil od obr. 7 je patrné, Ze v ptipad€ latek AcOH
nebo 3MPA dochézi ke zméné polohy kmax jednotlivych

e

hzacnlho ¢inidla na povrchu nanocastic. Vliv koncentrace
pfidanych latek na zménu polohy A se projevil nejvy-
raznéji v neutralni a zasadité oblasti. V pfipadé AcOH
dochézelo pii pH = 7 k nejniz§imu poklesu pfi koncentraci
latky 5,70-10™ mol 1"" pfi stejné koncentraci 3MPA byl pti
pH = 10 pozorovéan nejvyssi vzriist Ama, c0Z lze vysvétlit
tak, ze v ptipadé 3MPA dochazi k vyméné molekul citratu
za molekuly 3MPA (cit."), které piispivaji ke stabilizaci
vzniklého roztoku. Pti pH = 13 nedochazi v ptipade pri-
davkt AcOH a 3MPA béhem doby méfeni k tiplné agrega-
ci. Nejmensi pokles An.x je v obou ptipadech pozorovan

728
921 903 159
Signal
655
484
318
60
1289
pH=1
2000 1500 1000

0
Vinoget (cm™)

Obr. 10. SERS spektra 3MPA o koncentraci 1,46-10™ mol I'".
Hodnota pH byla nastavena po ptidavcich 3MPA. Spektra byla
vzajemn¢ posunuta (pouze v ose y)

Signal 904 736

487 324

500
Vino&et (cm™)

933

1500 1000

Obr. 11. SERS spektra 3MPA o koncentraci 1,46:107° mol I'".
Hodnota pH byla nastavena pred pfidavky 3MPA. Spektra byla
vzajemné posunuta (pouze v ose y)
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pri koncentraci latek 9,10-107 mol 1I™!. Lze se domnivat, e
je to zplisobeno ucinné;jsi stabilizaci roztoku nanoc¢éstic.

Vliv pH na SERS spektra nanocastic sttibra
modifikovanych AcOH a 3MPA

Vliv pH v rozsahu hodnot od 1 do 13 byl studovan pii
koncentracich AcOH a 3MPA 1,46-10, 9,10-10a 5,70-10°
mol I”'. V p¥ipadé AcOH nebyl pozorovan 7adny vyrazny
vliv pH jednotlivych roztoki na polohu past v SERS spek-
tru, kolisala pouze jejich intenzita, tyto zmény ale nebyly
povazovany za vyznamné. V SERS spektrech byly patrné
pouze pasy citratu (obr. 3). Lze se domnivat, Zze tato in-
terakce je zprostfedkovana citratem, nebo ze se jedna
o dynamicky systém, kdy dochazi k vyméné casti citratu
vazaného na povrchu nanocastic s octovou kyselinou
v roztoku a naopak.

Ukézka naméfenych SERS spekter roztoku nanocastic
modifikovanych 3MPA o koncentraci 1,46-10~ mol I"" pii
hodnotach pH 1, 4, 7, 10 a 13 je na obr. 10. Hodnoty pH
byly nastaveny po centrifugaci. Posun vino¢tu pasu z 903
na 921 cm™' s rostouci hodnotou pH odpovida disociaci
karboxylové skupiny za vzniku karboxylatu'’. Podobny
efekt 1ze sledovat u pasi v oblasti 460-484 cm™ a 1040 az
1290 cm™ (cit.'?).

Zména poméru intenzit pasi u 655 a 734 cm’’
v zavislosti na zméné koncentrace 3MPA (obr. 6) odpovi-
da zméné¢ konformace této latky na povrchu nanocastic.
Tato zavislost zmény poméru na koncentraci se projevila
pfi pH 4 i pfi pH 10. Jak ukdzala méfeni (obr. 11), konfor-
mace 3MPA na povrchu nanocastic byla nezavisla na hod-
not¢ pH roztoku.

Zaveér

V této praci byly ovéfovany interakce vybranych sku-
pin latek s roztokem stiibrnych nanocastic stabilizovanych
citratem. Z naméfenych spekter je patrné, Ze interakce
z4visi na dané funkcéni skupiné. Byla zji$téna silnd interak-
ce citratu s povrchem stiibrnych nanodastic, v jejimz du-
sledku byly schopny z povrchu nanocastic plné vytésnit
citrat pouze latky vazajici se pres atom siry (C4SH,
C12SH, LIP, 3MPA). V téchto piipadech se pak jevi
SERS spektroskopie jako idealni nastroj pro sledovani
vazby na stiibrny povrch nanocastic. Piipravené nanocasti-
ce stfibra stabilizované citratem byly stabilni v rozmezi pH
od 4 do 10.

V ptipadé latek MENH2, ET3EN, PYR, AcOH
a BZA nebyla potvrzena jejich vazba na povrch nano¢éstic
pomoci SERS. Vliv koncentrace a pH byl sledovan pouze
u AcOH a 3MPA.

V ptipad¢ vazby 3MPA prokédzala naméfend SERS
spektra, Ze zména jeji konformace na povrchu zavisi pouze
na koncentraci 3MPA v roztoku nikoliv na hodnoté¢ pH
tohoto roztoku.

Experimenty s vlivem pH ukézaly, Ze pro zlepSeni
kvality SERS spekter 3MPA je vhodné po precisténi stii-
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brnych nanocastic centrifugaci a po interakci s vybranou
latkou nastavit pH roztoku na hodnotu kolem 10. Takto
ziskana spektra se vyznacovala lep$im rozlisenim jednotli-
vych past a vyssi intenzitou signalu. Totéz platilo
i v pfipad¢ pripravenych citratovych nanocastic stiibra,
kdy SERS spektrum snejvyss$i intenzitou signilu bylo
naméfeno po centrifugaci a upravé pH. Lze se domnivat,
7e odstranénim pfebytecné nenavazané latky z roztoku
a volbou vhodného pH lze docilit lepsi stabilizaci jednotli-
vych ¢astic v roztoku, coz se miZze pfiznivé projevit na
kvalité métenych SERS spekter.

Tato prace byla podporena granty KAN200200651,
MSMT 6046137307.
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Better detection limits for some analytes can be ob-
tained by using an appropriate detection method combined
with surface immobilization of the receptor. To immobi-
lize analytically important receptors on the nanoparticle
surface is often impossible because the receptors do not
contain suitable functional groups. In this case various
multifunctional spacers can be used in which one group is
used for the nanoparticle surface binding and another for
immobilization of a receptor. The article deals with modi-
fication of silver nanoparticles with various compounds
containing different functional groups.
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Patric Coffey:
Cathedrals of Science. The Personalities and
Rivalries That Made Modern Chemistry

Oxford University Press, 2008.
379 stran, pevna vazba, 20 £.
ISBN 978-0-19-532134-0

V kterémkoliv z dobrych knihkupectvi si mizeme
vybrat z fady peknych publikaci vénovanych fyzice, astro-
nomii, biologii, matematice a piibéhiim s myslenkami
téchto obort spjatymi. Chemie jako by byla velkych piibé-
hii prosta. Pfitom opak je pravdou, historie chemie je plna
dramatickych momentu lidskych i myslenkovych, nemluvé
o jejim praktickém vyznamu. Troufnu si tvrdit, ze tfeba
Haberova-Boschova vyroba amoniaku z dusiku zménila
svét vice nez objev jaderného §tépeni.

Kniha Patricka Coffeyho vénovana historii fyzikalni
chemie mne proto poté&Sila. Autor si omezil Casovy zabér
na dobu od vzniku fyzikalni chemie na konci 19. stoleti do
poloviny stoleti dvacatého, velmi selektivné také volil
probirané osobnosti. Hlavnimi hrdiny jsou Gilbert
N. Lewis a Irving Langmuir, ale dlouho zde defiluji také
van’t Hoff, Ostwald, Nernst, Arrhenius, Haber, Pauling,
Seaborg ¢i Urey. Tato jména mame svazana s nékterou
z uCebnicovych poucek, které nam casto pripadaji samo-
zfejmé. Je pfitom uzitené si uvédomit, ze tieba Arrhenio-
va disociacni teorie vznikala v dob¢, kdy atom byl mnohy-
mi povazovan za pouhou chiméru. Z mého pohledu je jeste
zajimavéjsi pohled na dilo, které jiz odval ¢as (kupt. Nern-
stova lampa), ale hlavné na slepé ulicky, do kterych se tito
fyzikalni chemikové dostali. Chybné myslenky totiz bohu-
zel velmi rychle zapadnou, i kdyZ jsou pekné. V Coeffey-
ho praci tak mizeme sledovat netispé$né pokusy Arrhenia
prosadit se v imunochemii, Lewisovu netspésnou snahu
o vysvétleni podstaty zafeni a Langmuirovu exkurzi do
meteorologie.

Kniha neni pouhym kompilatem, obsahuje fadu pi-
vodnich zjisténi, vse je peclivé dokumentovano poznam-
kovym aparidtem. Ackoliv tedy nejde o dilo vyhradné po-
pularizacni, je kniha sepsana ¢tive, se smyslem pro drama-
tickou stavbu. Gilberta Lewise tak nalezneme jiz v prvnim
odstavei mrtvého ve své laboratofi naplnéné kyanovodi-
kem. Zdali byl vrahem zahradnik se dozvime aZz
0 300 stran pozd€ji. Mezitim se vySe zminéni fyzikalni
chemici nescetnékrat poSkorpi, vzajemné proti sob€ intri-
kuji a obcas fesi svou nelehkou partnerskou situaci. Dluz-
no dodat, Ze tyto aspekty jsou v Coffeyho praci podany
oteviené, presto v§ak vkusné.

Autor kazdé prace o historii védy musi uvazit, do jaké
miry se vénovat védé a do jaké védcim. Coffey piSe pro
vzdélaného laika, od kterého na pocatku nepozaduje ze
znalosti chemie mnoho. Poctivé se snazi vysvétlovat, byt
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se zékonit¢ dostava do situaci, kdy laik nejspiSe nepochopi
a odbornik nesouhlasi. Pokud by ale ¢tenaf mél touhu do-
zveédet se o fyzikalni chemii v historické perspektivé vice,
mize sahnout tteba po Laidlerové “The World of Physical
Chemistry”, ve které je rovnovédha chemie = chemik po-
sunuta na levou stranu.

Coffeyho knihu mohu doporucit jako kratochvilnou
Cetbu jak pro chemiky, tak pro studenty a zejména pak pro
ucitele chemie.

Petr Slavicek

Turkington Robert:
R Chemicals Used for Illegal
Purposes

1. vydani, John Wiley & Sons 2010.
456 stran, pevna vazba, cena pro CR

ROBERT TURKINGTON »
&ﬁé&/’fiﬁl‘“ 7

Specialista v oboru, tvirce Identifikaéniho Systému
HazCat® Chemical, ktery je pouZivin minimalné v péti
zemich a v Antarktidé pro identifikaci chemikalii, které
nekdo neékde zanechal a jiny nasel. V soucasné dobé¢ uci
pfedméty jako: ,,Observational qualitative analysis, Reco-
gnizing chemical weapons manufacturing, a Atmospheric
monitoring® jak pro vladni instituce USA, tak pro EPA
aUS Army. Pan Turkington pracoval jako Senior In-
dustrial Hygienist v rdamci Emergency Risk Assessment
Unit, Carcinogen Control Unit a Employee Right to Know
Unit ve staté¢ Kalifornia a v rdmci University of California
vySe uvedené predméty. Pracoval téz jako ,,Chief in-
dustrial hygienist” u National Steel and Shipbuilding Com-
pany, ktera byla svého ¢asu nejvétsi lodénici na zapadnim
pobieZi Kalifornie.

Kniha, kterou napsal na zéklad¢ svych zkusenosti, ma
pomahat profesionalim, ktefi zachazeji s nebezpecnym
materialem (v anglictiné to ma hezky vyraz z Newspeak:
hazmat) urcit, zda chemikalie a zafizeni nalezené na pode-
zielém misté mohou byt pouzity k vyrobé nelegalni drogy,
vybusniny, pyrotechniky, ¢i nejriznéjsich bojovych latek
ajedt. Shrnuje charakteristické profily (fingerprint) che-
mickych latek a zafizeni s tim, ze u chemikalii uvadi jejich
vzhled, zapach, upozornéni na spravné zachazeni s nimi
a zpusob identifikace. U zafizeni nabizi znazornéni typic-
kych pfistrojii a soucasti vybaveni, ktera pomohou identifi-
kovat nelegalni laboratofe. Ojedinéla pfirucka pro krimina-
listy, policisty, hasiCe, pyrotechniky, drogové specialisty
a dalsi pracovniky, ktefi potiebuji identifikovat podeziely
material a reagovat na nalez adekvatné a dostate¢né rychle.
V samostatnych kapitolach uvadi nejprve abecedni seznam

ISBN: 978-0-470-18780-7



Chem. Listy 104, 208-211 (2010)

vseho, s ¢im se specialista na této scén¢ muze setkat a pak
se vénuje nezdkonnym drogdm ovliviiujicim psychu, veet-
né ,,rekreacnich® drog. Dalsi kapitoly jsou vénovany pyro-
technice, chemickym zbranim i s ohledem na ,,dalsi aktivi-
ty spojené s praci s hazardnimi chemikaliemi jako napfi-
klad problematice ,,Spinavé bomby*, amatérskému t&zeni
zlata a podobné, ale i domacim konickim, které mohou
vést k uréitému hazardu. Kapitola vénovana postupiim pfi
zachazeni s provozy, laboratofemi a zafizenimi s nezna-
mym ucelem vcetné popisu postupu, kdyz ,,néco pachne*.
Jako dopln€k jsou uvedeny armadni kody (US) chemic-
kych zbrani, testy na potvrzeni hrubého odhadu charakteru
nalezené latky. Vyznamnou a uzitenou (anglickou) po-
muckou je pomérné rozsahly glosar termint, bibliografie,
rejstiik registracnich ¢isle CAS a klasicky rejstiik hesel.
Mné jako chemikovi v kniZzce chybi strukturni vzorce
u chemikalii, o kterych se piSe.

Mimotadné cennd pomtcka pro specialisty, ktera by
ale neméla chybét na Zadném chemickém pracovisti.

Pavel Drasar

Petr Klan, Jakob Wirz:

Photochemistry of Organic Compounds.
From concepts to practice

John Wiley & Sons, 563 stran, cenal38 € (pevna vazba)

resp. 48 € (paperback).
ISBN: 978-1-4051-9088-6 resp. 978-1-4051-6173-2

Brian Wardle:

Principles and Applications of Photochemistry
John Wiley a synové, 250 stran, pevna vazba, 92 € (pevna
vazba) resp. 37,40 € (paperback).

ISBN: 978-0-470-01493-6 resp. 978-0-470-01494-3

Vyznamnou ¢ést informaci o okolnim svété ziskava-
me pomoci svétla. V piipadé chemie je tato zavislost na
svétle patrnd velmi zfeteln€. Pomoci elektromagnetického
zateni molekuly “osahavame”, svétlo mize navic moleku-
ly ménit. Barevnost latek fascinovala prirodovédce odjak-
ziva a pravé v této oblasti vznikla fotochemie, tj. chemie
svétla. Stalo se tak v 19. stoleti, které neni pouze stoletim
pary, nybrz také stoletim syntetickych barviv. Porozuméni
vztahu mezi svétlem a molekulami je dnes Cirou nezbyt-
nosti od biochemie (Pro¢ vidime? Jaky je mechanismus
radiacniho poskozeni nukleovych kyselin?) ptes analytic-
kou chemii (fluorescence) az modernim technologiim
(displeje, solarni ¢lanky, ¢iSténi vod).

Typickému studentu se pouceni o chemii svétla dosta-
va utrzkovité a jaksi na okraj. V organické chemii se dozvi
néco o pericyklickych reakcich, v chemii analytické o flu-
orescenci, ve fyzikdlni chemii zjisti, co je to kvantovy
vytézek, a v chemii zivotniho prostiedi pochopi, jak se tvofi
0zon ve stratosfére. Sjednocujici bakalarska prednaska ve-
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novana fotochemii z tohoto pohledu miize byt uzite¢na.

Wardlova kniha ,,Principles and Applications of Pho-
tochemistry* je zamétena praveé na bakalaiského studenta,
kterému stru¢n€ a prehledné predklada zékladni informace,
které by nemély chybét alespon v podvédomi vzdélaného
chemika. Autor vétSinu knihy vénuje vysvétleni obecnych
fotofyzikalnich koncepti, tj. vysvétluje procesy v Jablon-
skiho diagramu, k tomu pak slozit&jsi jevy jako mezimole-
kulovy ptenos energie ¢i elektronu. Obecny vyklad je vzdy
dokumentovan konkrétnimi piiklady. Organicka fotoche-
mie je probrana docista skromné, s omezenim na fotoche-
mii dvojné vazby a karbonylové skupiny. Posledni dvé
kapitoly vénuje autor modernim oblastem fotochemie: polo-
vodictim v kontextu vyuziti slune¢ni energie a supramole-
kularni fotochemii (zde komentuje Sirokou $kalu fotoche-
mickych struktur, od fotosyntézy k molekulovym strojtim).

Kniha “Principles and Applications of Photochemist-
ry” je zpracovanim autorovych pfednaSek a, a¢ v pevné
vazbé, svou povahou piedstavuje spiSe skripta ¢i zapisky
z prednasek. I pro ucely bakalaiské prednasky by knize
slusely odkazy na alesponn zakladni rozsifujici literaturu.
Tizivejsim nedostatkem je neptitomnost prikladt k procvi-
Ceni. Pres tyto nedostatky vSak Wardleova kniha ziistava
uziteénym prvnim piehledem.

Druhé recenzovana publikace oslovuje pokrocilejsiho
¢tenafe. Kniha profesori Klana a Wirze vysla v fadé
“Postgraduate Chemistry Series” a kromé pokrocilych
studentti se nepochybné stane Casto pouzivanou referencni
pfiruckou pro aktivni badatele. A¢ obsahem mohutnd, zi-
stava tato kniha dobfe srozumitelnd a pfistupna
i,,nefotochemikovi®. V autorské dvojici je spojen pohled
fyzikalniho chemika s pohledem chemika organického.
Pro organické chemiky je foton pfedevs§im atraktivni reak-
tant, kterého se vSak trochu ostychaji. V uvodu knihy proto
autofi pfesvédCivé vysveétluji, pro¢ by synteticti chemikové
méli fotochemii mit radi. Zhruba polovina knihy je véno-
vana fotofyzice, obecnym fotochemickym konceptim
a instrumentalni strance fotochemie. Jako teoretického
chemika mne také potésila dikladné zpracovana kapitola
vénovana kvantové-chemickym metodam. Druha polovina
knihy je vénovana systematickému piehledu fotochemie
organickych sloucenin. Zakladnim textem proplouvaji
Sedivé podbarvené boxy “Special Topics” s rliznymi zaji-
mavostmi ve vztahu k probiranému tématu (jako je foto-
chemie piva ¢i fotochemicka 1écba psoridzy) a také boxy
“Case Studies”. Kniha je doplnéna vice nez pul druhym
tisicem literarnich odkazi a 1ze v ni nalézt i fadu ptiklada
k feseni.

Photochemistry of Organic Compounds je kniha uzi-
teCnd a pekna, navic prodavana za cenu zcela piijatelnou.
Ceské pisemnictvi publikacemi o fotochemii nepfekypuje.
Jsem proto rdd a napliiuje mne jakymsi obrozeneckym
uspokojenim, ze toto poctivé dilo je produktem také Ceské
(resp. moravské) védy.

Petr Slavicek
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Jaroslav Malina a kolektiv:
Antropologicky slovnik aneb co by mohl
o ¢lovéku védét kazdy clovék

Akademické nakladatelstvi CERM, Brno 2009.

Tlustrace Vladimir Rencin.

(Kniha obsahuje pouze ukazky hesel; kompletni slovnik

s 20 000 hesly je na ptilozeném CD.) Cely slovnik v elek-
tronické podob¢ je zdarma zptistupnén na adrese:http://
is.muni.cz/do/1431/UAntrBiol/el/antropos/index.html
ISBN 978-80-7204-560-0.

Ceska odborna i laicka vefejnost dostala velmi uZited-
ny a potfebny vanocni darek. Tim darkem je obsahly
a dikladny Antropologicky slovnik vydany péc¢i vedouci-
ho kolektivu prof. Jaroslava Maliny, antropologa
z Prirodovédecké fakulty MU v Brné€, a neuvéfitelné po-
cetného kolektivu autort, specialistii na rizné oblasti.

Jednim z kladt slovniku je, Ze je, dle mého soudu,
jednim z prvnich vécnych dokumentti, ktery u nas plni
podminky podpory vzdé€lanosti prostfednictvim bezplat-
nych informaénich zdrojii na internetu podle tak zvané
Berlinské deklarace z roku 2003.

Slovnik je vydavan ve zkracené verzi s vybranymi
hesly knizné. Perlou jsou vtipné a text kongenialné rozsi-
fujici kresby renomovaného kreslite Vladimira Rencina.
Soucasti slovniku je CD, na kterém je vSech 20 tisic hesel.
Slovnik je navic zdarma dostupny v elektronické verzi na
vySe uvedené adrese. Takto zakotvena publikace ma vyho-
du plné citovanosti zde ziskanych dat.

Vlastni kniha slouzi jako vstup do slovniku, piinasi
pfedmluvu se zékladnimi informacemi o koncepci dila
a vybrana hesla. Nasleduje bibliografie a cizojazy¢né re-
sumé.

Povazuji slovnik za univerzalni dilo, obecné i kon-
krétné pokryvaji veSkerou lidskou ¢innost. V ¢em mize
byt Slovnik uZziteény pro chemiky, biochemiky, molekular-
ni biology a jinymi obory zkoumajicimi molekuldrni pod-
statu zivota?

V prvé fadé je to vSeobecné rozsifeni znalosti o véd-
nich oborech, jen zdanlivé neptibuznych.

Citace z iivodu Slovniku:

Moderni antropologie (z feétiny: anthropos, ,,Cloveék®,
logos, ,,véda*“ = ,véda o cClovéku®) je interdisciplindrni
védecky obor hledajici odpovédi na zakladni otazky lid-
ského rodu: ,,Odkud jsme? Jaci jsme? Kam jdeme?“ Vy-
chézi z poznani, ze 1idé a lidska spolecenstvi, jejich vznik,
Vvyvoj a promény jsou urCovany navzajem se ovliviiyjicimi
danostmi biologickymi, medicinskymi, psychologickymi,
socialnimi, kulturnimi atd. Nezbytnosti v této védecké
disciplin€ je proto celostni vyzkum. Antropologie studuje
biologickou variabilitu ¢loveéka, podobnosti a rozdily ve
vztahu k ostatnim biologickym druhlim (zejména naSim
nejbliz§im pfibuznym — primatim) a lokalni sociokulturni
varianty univerzalnich struktur lidského mySleni a chova-
ni, jejich rozdilnosti a podobnosti v celém kontinuu vyvoje
1 mozného budouciho smérovani.
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Zminéné celostni rozpéti antropologie odrazi obsah
Antropologického slovniku.

V druhé tadé je to hloubka §ife a vybér hesel. Pro
dokumentaci Sife Slovniku jsem vybral n€kolik hesel. Ab-
domen (anatomie), aberace, chromozomové (molekularni
biologie), biochemie, biofyzika, Delfy (historie a misto-
pis), demokracie (politika), denaturace DNA (molekularni
biologie), heslo kultura ma vice nez 40 podhesel, metody
experimentu, noc (Bartolomé&jska, Filipojakubska atd.),
Nostradamus, nukleosom, sekularismus, sex a sexualita,
védy, Velka francouzska revoluce a fada hesel z literatury
a umeéni, véetné strucnych zivotopist umélcu.

Antropologicky slovnik jsem seznal jako nesmirné
uzite€nou, poucnou a univerzalni pomicku pro kazdého
Cloveka.

Musim a rad, nez smeknout pred editorem
prof. J. Malinou a vSemi autory hesel. Hesla jsou zpraco-
vana nesmirné peclive, struéné a vécné.

Miuzu Slovnik doporudit vS§em. Rozhodné si ho osvojite
a upotfebite pfi praci, ucitelé pii vyuce a vSichni jako zdroj
pouceni a dalsiho vzdélani.

Pavel Pec

.. |Ludovico Cademartiri
~ |a Geoffrey A. Ozin:
Concepts of Nanochemistry

b £

Concepts of
Nanochemistry

P——Y

Wiley-VCH, Weinheim, 2009
262 stran, paperback, € 39
ISBN: 978-3-527-32597-9

Z hlediska atraktivity védnich obort
Ize rozliSit urcité Casové useky, kdy
lidské spolecenstvi (zejména politici a média, nékdy ale
i badatelé samotni) po¢ne vyznamné preferovat urcité véd-
ni odvétvi nad jinymi v souvislosti s o¢ekdvanym vyznam-
nym piinosem (at’ jiz skutenym ¢i fiktivnim). Tak by-
chom mohli mluvit o obdobich charakterizova-
nych pfedponami jako poly-, eko- , bio- nebo tieba nyni
Casto pouzivanou piedponou nano-. Recenzovana kniha si
klade za cil seznamit odbornou vefejnost s oborem nano-
chemie, lezicim na rozhrani fady védnich disciplin. Acko-
liv autofi uznavaji, Ze rozdélovat védni snazeni v oblasti
nanosvéta na nanofyziku, nanobiologii, nanoinzenyrstvi
atd. je ponékud scestné, nebot’ nano-véda je jednoznacné
intedisciplinarni, povazuji jisty stupenn kategorizace za
uzitecny a predkladaji tak ¢tenafi ivod do tohoto nanosvé-
ta vidény o¢ima chemika a chemickych pfistupti. Sami pak
definuji nanochemii jako odvétvi chemie, které se zabyva
syntézou a samoorganizaci stavebnich jednotek v kombi-
naci s vlastnostmi danymi jejich povrchem, velikosti, tva-
rem a defekty. Nanochemie dale vyhledava potencialni
vyuziti svych vysledkd v chemii, fyzice, materidlovych
védach a inzenyrstvi a biologickych a medicinélnich apli-
kacich.
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V knize lze rozlisit tfi tematické celky. Prvni takovy
celek tvofi ivod do koncepce nanochemie, kde je vysvét-
len vyznam nékterych parametri (jako napf. povrch, veli-
kost, tvar, schopnost samoorganizace) na chovani objektt
v nano-méfitku. V dal§ich Sesti kapitolach je na konkrét-
nich pfikladech (napf. zlato, polydimethylsiloxan, oxid
zelezity, uhlik) ilustrovan vliv zminénych parametrii na
Casto ptrekvapivé chovani téchto nanomaterialt. V treti
Casti knihy jsou popsany realné ,.historické pripady* nano-
chemického vyzkumu od syntézy k charakterizaci produk-
tu a jeho kone¢né aplikaci.

Kniha se velmi dobfe ¢te, ma prehlednou grafickou
Upravu a mnoho nazornych vyobrazeni. Terminy, o kte-
rych se autofi domnivaji, Ze nemuseji byt Ctenafi znamy,
jsou ihned vysvétleny formou poznamek po strané. Re-
cenzovany text Ize chapat jako ucebnici ur¢enou pro tvod-
ni kurs pfedmétu a s vyhodou ji mohou vyuzit jak ucitelé,
ktefi cht&ji ilustrovat rtizné nanochemické koncepce
a postupy, tak i studenti, ktefi potfebuji ziskat pfedstavu
o nanochemii z jediného studijniho zdroje. Koncepci uceb-
nice podtrhuje i sada kontrolnich otazek na konci kapitol
vénovanych konkrétnim materidlim, jejichz nadpis by
bylo moZné volng pieloZit jako ,,nanopotrava pro mozek*.

Pavel Chuchvalec

Straumanis Andrei R.:
Organic Chemistry Plus
Chemistry Solutions Manual

2.vydani, Houghton MifflinHartcourt
Publishing Co., 2009, 580 stran, brozo-
vana, cena $57.71, GBP 27,99.

ISBN 978-0-618-97412-2

Knizka pfedstavuje novy trend ve vyuce chemie, kte-
ry predpoklada, ze student pfi vyuce mysli. Je pojat jako
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doplnék k tradi¢nim (a ¢asto mnohem tlust§im) ucebnicim,
ktery nabadd k aktivnimu, analytickému a spole¢nému
uceni v ucebnach i mimo né¢. Jako takovy doplnék, ktery je
formulovan jako studentova cvicebnice, piindsi nékteré
nové metody vyuky chemie, které jsou spiSe blize mysleni
badatele nez klasického ucitele. Nabada spise
k pfemysleni, nez k uceni se telefonnimu seznamu zpamé-
ti, jako tomu bylo za Cast ,,zelenych priser*. CviCebnice
analyzuje problémy, vytvari logické zavéry zalozené na
pozorovani. Pfi diskusi se znalejsimi véci pak studenti
ziskavaji spiSe pochopeni, porozuméni a souvislosti nez by
se ucili zpameéti (jakkoliv nepochybuji, Ze i to je do urcité
miry potieba). ZlepSovani logickych a empirickych doved-
nosti dovede studenta k lepSimu porozumeéni chemii, ale
nejen ji. Kapitoly o chemii jsou prostfidany nazvoslovny-
mi peripetiemi, spektroskopii a zakonceny ptehledem pro-
branych ,,syntetickych transformaci®, rejstiikem a tabul-
kou hodnot pK,. Kapitola obvykle zac¢ina vykladem, nasle-
duji ,.kritické dotazy*, pak nékolik uzitecnych védomosti
k zapamatovani, cvicenim, pohledem na souvislosti a béz-
nymi nedorozuménimi a ptiklady chybnych tvah a zavéru.
KniZzce bych vytknul pouze nejednotnost obrazki a struk-
turnich vzorcli a naprosté nepochopeni (nebo neznalost)
pravidel IUPAC pro kresleni stereochemickych struktur.

Kniha a jeji autor se odkazuji na koncept POGIL
(Process-oriented guided-inquiry learning); viz http:/
www.pcrest.com/PC/pub/POGIL.htm, ktery ma udajné
zarucit, Ze studenti na hodinach nespi.

Autor, Andrei Straumanis je ,,Assistant Professor* na
College of Charleston. Studoval na Oberlin College
a Stanford University. Je spoluzakladatelem National
Science Foundation and Department of Education-FIPSE
sponsorovaného projektu POGIL (www.pogil.org). U¢il na
Carleton College a University of Washington.

Knizku doporucuji jako velmi uzite¢nou pomticku pro
studium organické chemie od studia bakalarského vyse.

Pavel Drasar
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