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Uvod

V poslednich letech jsou vyvijeny specialni materialy,
tzv. reaktivni sorbenty (RS), které se vyznacuji vysokou
ucinnosti pti degradaci urcitych nebezpecnych chemickych
latek (NCHL). Jako reaktivni sorbenty jsou oznacovany
nanostrukturni materialy, které jsou diky svym vlastnos-
tem schopny NCHL nejen adsorbovat, ale i chemicky roz-
kladat'. Mezi nejicinngjsi RS patfi nanokrystalické oxidy
kovi, napf. oxid titanicity, oxid ceriCity a oxidy Zzeleza.
Rychlost reakce je pfitom zavisla zejména na velikosti
a morfologii ¢astic’.

Vyznamnou skupinou NCHL jsou organické slouce-
niny fosforu, napf. organofosforecné pesticidy nebo bojo-
vé otravné latky, které mohou byt reaktivnimi sorbenty
ucinné a rychle rozlozeny na netoxické nebo méné toxické
latky. Mechanismt degradace organofosforecnych latek je
velké mnozstvi, pficemz vétsina védci se domnivd, Ze
nejcastéji se uplatituje nukleofilni substituce Sy2 na cen-
tralnim atomu fosforu™’.

V soucasné dob¢ je vénovana pozornost i chovani
reaktivnich sorbentil v biologickych systémech a moznym
aplikacim v medicin&*. Napt.CeO, je testovan pii 16&bé
rakoviny’ a neurogenerativnich chorob®. V literatute je
nejcastéji zminovana jeho schopnost simulovat funkci
enzymu oxidasy €i peroxidasy nebo schopnost interagovat
s latkami hrajici ddlezitou roli v organismech, jako jsou
nukleotidy”™®. Proto lze tedy o&ekavat, 7e oxid ceridity
bude schopen simulovat i fosfatasovou aktivitu.
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Experimentalni ¢ast

Pro hodnoceni fosfataso-mimetické aktivity sorbentd
byl zvolen komer¢né dostupny test pouzivany pro stanove-
ni katalytické koncentrace alkalické¢ fosfatasy (ALP)
v krevnim séru (ALP-MEG L 500, Erba Lachema, Brno,
CR). Testovaci souprava obsahuje dv& kapalnd ¢&inidla.
Prvnim z nich (R1) je pufr — tzv. MEG pufr (pH 10,1 pfi
37 °C). Druhym c¢inidlem (R2) je substrat — vodny roztok
sodné soli 4-nitrofenylfosfatu (¢ =102 mmol I'"). Ten je
v prostiedi MEG pufru alkalickou fosfatasou hydrolyticky
Stépen na fosfat a zluté zbarveny 4-nitrofenol, ktery se
stanovuje fotometricky pfivlnové 420 nm. Katalyticka
aktivita enzymu je imérna zvyseni koncentrace uvolnéné-
ho 4-nitrofenolu v case, které se méii kinetickym postu-
pem nebo metodou konstantniho ¢asu (enzymova reakce
se vdaném Case zastavi inhibitorem). Reakce muze byt
startovana substratem (dvoureagencni metoda) nebo vzor-
kem (jednoreagencni metoda), v obou ptipadech je pomér
Cinidel R1:R2=4:1.

Pro hodnoceni fosfatasové aktivity (FA) reaktivnich
sorbentll byla zvolena dvoureagen¢ni metoda a pomér
¢inidel R1:R2=4:1 (4,8 ml R1: 1,2 ml R2). Pfi jedno-
bodovém testu byla pouzivana studena Cinidla, pfi kinetic-
kém testu byla cinidla pfed pouzitim temperovéana
na25=+1°C. Do vysokych sklenénych lahvicek (prumér
15 mm) o objemu 10 ml bylo navazovano 25 mg reaktivni-
ho sorbentu, ke kterému bylo pfidano ¢inidlo R1. Po péti
minutach bylo do lahvi¢ek nadadvkovano ¢inidlo R2 (obsah
lahvic¢ek byl po pridani ¢inidel intenzivné promichan). Po
urCité dobé¢ stani (reakCni Cas, #) pfi laboratorni teploté
(25 £ 1 °C) byl obsah lahvicek odstfedén (doba odstied’o-
vani, t,) pti 4000 ot/min. Poté byla ihned zmétena absor-
bance (ABS) reakéniho roztoku (reaktivita sorbentu, S)
pfi420 nm v kifemenné kyveté¢ s optickou drdhou 1 cm.
Stejnym postupem byla ke kazdému vzorku stanovena
absorbance sorbentu (tzv. slepy pokus sorbentu, BS), kdy
byla misto ¢inidla R2 pouzita demineralizovana voda
(DM). S kazdou sérii vzorkll byla méfena absorbance rea-
gencniho slepého pokusu (B). Pfi jednobodovém testu byl
.30 min a ¢, 10 min. Pfikinetickych testech byla absor-
bance S, B i BS stanovena pro nékolik ¢ v rozmezi 1 az
144 min a ¢, bylo 5 min. Vysledky jsou vyjadfovany jako
absorbance na gram reaktivniho sorbentu (ABS g’l).

Reakéni roztoky byly fedény demineralizovanou vo-
dou (Demi Ultra 20, Goro). Absorbance byla méfena na
spektrofotometru  UV-VIS (Cary 50 Conc, VARIAN).
Pro vyhodnoceni experimentalnich dat byl pouZzit program
Excel (Microsoft, USA).

Celkem bylo testovano 56 vzorkt reaktivnich sorben-
ta, které byly pfipraveny na Fakulté zivotniho prostiedi
v Usti nad Labem nebo v Ustavu anorganické chemie
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AV CR vRezi, a to primarné pro testovani schopnosti
rozkladat nékteré organofosforecné pesticidy a/nebo vy-
brané bojové chemické latky — oganofosfatové nervové

plyny.

Vysledky a diskuse

V piipadé hodnoceni fosfatasové aktivity reaktivnich
sorbenttll nelze méfit zménu ABS v ¢ase zptisobem obvyk-
lym pii analyzach séra, nebot’ RS tvoii v roztoku zékal,
ktery rusi méteni absorbance. Proto je potieba roztok pred
meéfenim ABS odstredit. Reakci navic nelze zastavit ptida-
nim inhibitoru jako u biologickych vzorkil. Proto bylo
nutné vedle uréeni optimalniho #, ovéfit i vliv 7, a Casové
prodlevy mezi odsttedovanim a méfenim ABS (%,)
na hodnotu méfené absorbance. Za timto uc¢elem byly pro-
vedeny dvé sady experimenti s #, 1, 10, 20, 40 a 60 min,
jedna s 7, = 5 min a druha s 7, = 10 min (odstfed’ovani na-
sledovalo ihned po pfidani ¢inidla R2 do lahvicky a promi-
chéani). Z vysledku téchto experimentd, které jsou uvede-
ny v tab. I, je zfejmé, Ze i po odstfedeéni sorbentu dochazi
v roztoku k rozkladu 4-nitrofenylfosfatu, a proto je nutné
absorbanci roztoku méfit ihned po odstiedéni.

Vliv riznych reakénich podminek na stanovenou
hodnotu fosfatasové aktivity RS byl studovan pomoci ki-
netickych testl s pouzitim reaktivniho sorbentu s vysokou
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Obr. 1. Zmény hodnot ABS g™ v zavislosti na délce reakéniho
¢asu — jeden reaktivni sorbent pri riznych reakénich pod-
minkach
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aktivitou. Vysledky té€chto experimentil jsou uvedeny na
obr. 1. Z néj je zfejmé, Ze rozdil mezi stanovenymi hodno-
tami ABS g' pii stejném £ je mezi experimenty
se studenymi Cinidly (e) atemperovanymi cinidly (o)
minimalni. AvSak, pribéh kiivky experimentu, pti kterém
byla pouZita temperovand c¢inidla a sorbent byl béhem ¢
udrzovan v roztoku ve vznosu michanim (A — v dobé ¢, byl
obsah v lahvicce michan magnetickym michadlem
pti 750 ot/min) je zcela odlisny. Za téchto podminek jsou
hodnoty ABS g pii viech sledovanych ¢ vyrazné vyssi
oproti experimentim bez michani, se zvySujicim se ¢ je
pak rozdil vyraznéjsi. Zjevnou pfi¢inou je kontakt veSkeré-
ho pouzitého sorbentu se substratem b&hem #. Nicméné,
bez michani se podminky stanoveni vice blizi podminkam
biologickych systému, a proto byl pro oba testy zvolen
postup bez michani.

Z obr. 2, ktery zobrazuje casovy prubéh rozkladu
4-nitrofenylfosfatu za pritomnosti riznych typd sorbenti
s odlisnou aktivitou, je patrné, Ze k nejvyraznéjSimu na-
ristu hodnot ABS g dochazi vzdy v prvnich minutach
reakce (experimenty byly provedeny za podminek pracov-
niho postupu uvedeného v experimentalni ¢asti — kineticky
test). Pfi jednobodovém testu ur¢eném pro srovnani fos-
fataso-mimetické aktivity sorbenti by pak bylo idealni
pracovat s co nejmenSim f, nicmén¢ lze prfedpokladat,
ze vysledky by byly zatizeny velkou chybou. Proto bylo
30 min zvoleno jako optimdlni # pro jednobodovy test, a to
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Obr. 2. Zmény hodnot ABS g™ v zavislosti na délce reakéniho
¢asu — rizné reaktivni sorbenty p¥i stejnych reakénich pod-
minkach

Doba odstfed’ovani

Absorbance [ABS g’l]

1, [min]
1 20 40 60
t,=5 min 188 224 285 308 368
t,=10 min 249 285 305 339 385
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Tabulka II
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Zakladni charakteristiky metody stanoveni fosfataso-mimetické aktivity sorbentd

Parametr Hodnota Podminky stanoveni
Relativni smérodatna odchylka, % 3,50 opakovatelnost, n = 10, pro vzorek s aktivitou
426 ABS g
Relativni smérodatna odchylka, % 0,98 opakovatelnost, n = 10, pro vzorek s aktivitou
195 ABS g
Relativni smérodatna odchylka, % 2,36 nezahrnuje vysledky pod mezi stanovitelnosti
duplicitnich stanoveni a odlehlé hodnoty
Mez detekce, ABS g’ 0,45 3x smérodatna odchylka — vzorek s aktivitou
426 ABS g
Mez stanovitelnosti, ABS g’1 1,49 10x smérodatna odchylka — vzorek s aktivitou
426 ABS g
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Obr. 3. Fosfatasova aktivita vybranych reaktivnich sorbentii — jednobodovy test; graf A — reaktivni sorbenty typu CeO, pfipravené
kalcinaci stejného uhli¢itanového prekurzoru pii riznych teplotach (300, 400, 500, 600 a 700 °C), graf B — komeréné dostupny CeO,
od riznych vyrobci v grafu oznaenych SA (Sigma-Aldrich, Némecko) a MKN (MKNano, Kanada) s rozdilnou velikosti ¢astic (25, 50

a 70 nm)

i s ohledem na minimalni vliv teploty ¢inidel na vysledek
stanoveni pfi tomto #,.

Optimalizovanym postupem pro jednobodovy test
byla naméfena data potfebna pro vyhodnoceni zakladnich
vykonnostnich charakteristik metody — viz tab. II a dale
byla stanovena fosfatasova aktivita 56 reaktivnich sorben-
th (vzdy dvé paralelni stanoveni).

Modifikovany kineticky postup, pii kterém je sledo-
vana zména katalytické aktivity reaktivnich sorbent
v zéavislosti na Case (viz obr. 2), 1ze pouzit pro odhad cho-
vani testovanych materialt z hlediska jejich fosfatasové
aktivity v biologickych systémech.

Jednobodovy modifikovany test je potom vhodny
napf. pro rychlé porovnani fosfatasové schopnosti riiznoro-
dych, ale typové obdobnych reaktivnich sorbentt lisicich
se napf. zpusobem pfipravy ¢i fyzikalnimi vlastnostmi

198

(mérnym povrchem, krystalinitou apod.). Pfikladem mutize
byt porovnani fosfatasové aktivity nékolika vzorkt oxidu
cericitého, které byly ptipraveny kalcinaci stejného uhlici-
tanového prekurzoru pti ruznych teplotach, zobrazeného
v grafu A na obr. 3 nebo komer¢né dostupnych CeO, od
ruznych vyrobct s odliSnou velikosti ¢astic — viz graf B na
obr. 3.

Zavér

S pouzitim testu ALP-MEG L 500 uréenym pro sta-
noveni katalytické koncentrace alkalické fosfatasy v séru
lze vyse uvedenym modifikovanym a optimalizovanym
postupem hodnotit fosfataso-mimetickou aktivitu riznych
typt reaktivnich sorbentd, a to jak metodou konstantniho
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¢asu (jednobodovy test), tak i kinetickym postupem.
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N. Zemanova, M. KuneSova, and V. Pilafova
(Faculty of Environment, J. E. Purkyné University, Usti
nad Labem): Evaluation of the Activity of Reactive
Sorbents by Using the Standard Fhosphatase Test

Since recently, nanoparticles of certain metal oxides
(e.g. oxides of Ti, Ce, Fe), the so called reactive sorbents,
have been used for absorption or for decomposition of
hazardous chemicals. The present article deals with the
assessment of the phosphatase-mimetic activity of reactive
sorbents made for decomposition of dangerous organo-
phosphorus compounds such as pesticides or nerve gases.
The aim was to find a quick, simple and robust method for
comparing the phosphatase activity of these reactive
sorbents. For this purpose, a standard and commercially
available test was selected. This test is used for determina-
tion of the catalytic concentration of alkaline phosphatase
in blood serum (ALP-MEG L 500, Erba Lachema, Brno,
Czech Republic). The test was modified and optimized for
the evaluation of phosphatase-mimetic activity of various
types of reactive sorbents under static or kinetic condi-
tions. Both methods were validated and the analytical
characteristics discussed.
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