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UvVOD

Nervové paralytické latky (NPL) jsou organické sloudeniny fosforu. Radi se mezi
velmi nebezpecné chemikadlie, které mohou zplisobovat zdvaznd fyziologicka poSkozeni
nebo smrt. Principem toxického tuc¢inku NPL je inhibice enzymu acetylcholinesteraza,
ktery regeneruje prostiedi pro priichod nového nervového impulzu pies synaptickou
Stérbinu. Pokud nedojde k regeneraci, dojde k hromadéni acetylcholinu (pfenaSece
nervového impulzu) a endogenni intoxikaci. Nervové paralytické liatky mohou byt

detoxikovany né€kolika zplisoby, a to mechanickymi, chemickymi a fyzikalnimi [1, 2].

s w2z

Teoretickd ¢ast diplomové price je zaméfena na obecnou charakterizaci vybranych
NPL a chemické metody jejich dekontaminace, kde tadime hydrolyzu, oxidaci,
perhydrolyzu, nukleofilni reakce s kovy, s halogeny a biologické degradace. Soucasny
vyzkum se také zamétuje na vyuziti nanomateridlli, pravé pro jejich vysoky aplikaéni

potencidl pii degradaci bojovych latek.

Diplomova prace navazuje na bakaldiskou prici ,,Biosyntéza nanocastic uslechtilych
kovi*. Predmétem aplikace se staly nanocastice zlata syntetizované pomoci vodnich tas
Mallomonas kalinae. Byla tak vytvotena suspenze zlatych nanoc¢éstic. Ta byla déle pouZita

pfi hydrolytické degradaci nervové paralytickych jedi somanu a VX.

s vz

Prakticka cast se tedy zaméfuje na charakterizaci pfipravenych nanocéstic zlata a na
jejich katalyticky ucinek pii dekontaminaci somanu a VX. V z4dvéru diplomové préce jsou
diskutovany vysledky a porovndavany s ostatnimi nanomateridly. Déle je posouzena
vhodnost piipraveného bionanomateridlu pro degradaci NPL. V zavislosti na dosazenych
vysledcich jsou navrzeny optimaliza¢ni kroky pro zvySeni degradacni icinnosti suspenze

zlatych nanocastic.
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TEORETICKA CAST

1. Nervové paralytické latky

Pocatky vyvoje nervové paralytickych latek (NPL) spadaji do poloviny 30. let
19. stoleti a jsou spojeny s vyvojem novych syntetickych pesticidii v Némecku. Organicka
chemie fosforu se systematicky zacala rozvijet na prelomu 19. a 20. stoleti za pfispéni

Némecka a Ruska [1].

NPL patii mezi smrtici latky, které mohou svym tucinkem bud’ zpisobovat docasné
paralyzovani, nebo trvalé postiZzeni lidi i zvitat. Jejimi rysy jsou rychld ucinnost, vysokd
letalita a velmi nizkd koncentrace, kterd maze zplsobit paralyzovani ¢i smrt, aniZ by byl
postizeny varovan svymi smysly (jsou bez zdpachu). Z téchto divodi jsou pti chemickém

napadeni nebezpecné [1].

Slouc¢eniny podobné struktury jako NPL se pouZzivaji v primyslu jako zmékcovadla,
pro nehoflavé upravy, ve veterinarni ¢i huménni mediciné v podobé léCiva nebo jako
slouceniny k vyzkumu nervovych funkci. Nejvice byly vyuziviany v zeméd¢€lstvi jako

insekticidy [3].
1.1. Zarazeni nervové paralytickych latek

NPL se zatazuji obecné¢ mezi otravné latky (OL). Ty se rozd€luji na drazdivé,
zneschopnujici, dusivé, vSeobecné jedovaté a zpuchytujici latky. OL se fadi do skupin
podle ucelu piirodovédeckého (tzn. fyzikdlniho, chemického a toxikologického)

a technického (z vojensky - zdravotnického pohledu) [1].

Z pohledu vojenské klasifikace mohou byt OL tfazeny podle t¢inku na Zivou silu,
rychlosti ucinku a stélosti v terénu. NPL jsou fazeny do skupiny usmrcujicich, jejichz
pouziti zplisobuje nevratné ztraty. Stalost v terénu je pro kazdou NPL rozdilna. Naptiklad
VX setrvava v terénu i tydny, sarin patii mezi latky prchavé (zastavaji v terénu desitky

minut aZ hodin) a nakonec latky polotrvalé, mezi néZ se fadi tabun, soman nebo cyklosarin

[1].

11



1.2. Obecna charakteristika nervové paralytickych latek

NPL jsou organické slouceniny odvozeny od kyseliny fosfore¢né a fosfonové

(viz tab. 1) [4].

Tab. 1 Vlevo se nachazi tabulka vybranych NPL, vpravo je jejich obecny vzorec [1]

Latka R R" X

Tabun (GA) -N(CH;), -C;Hs -CN

Sarin (GB) -CH, -CH(CH:)» -F

Soman (GD) -CH; -CH(CH;)C(CH3); -F

Cyklosarin (GF) -CH; -cyklo-CgHy, -F

VX -CHs -C5H;s -SCH,CH;N[CH(CHa)]»
R-VX -CHs -CH,CH(CHa), -SCH,CH,N(C;Hs),

0
Il
R ;P“\X
R'O

Z hlediska fyzikélnich vlastnosti se jednd o vySevrouci kapaliny, které vytvareji pii

pouziti oblak aerodisperni soustavy slozené z par a kapek (viz tab. 2) [1]. Pro latky typu G

(tabun, sarin, atd.)je typickd vysokd t€kavost, takZe nejpravdépodobnéji vstupuji do

organismu pres dychaci cesty. Nizkou t€kavosti se vyznacuji latky typu V (VX, R-VX,

atd.), proto v aerodisperzni soustavé po explozi prevazuji kapky o velikosti 10-100 um,

které jsou k dosazeni ucinku na nechranénou kuzi dokonce zadouci. GP latky jsou

oznacovany jako stfedné¢ tékavé a svymi fyzikdlné chemickymi vlastnostmi se pfiiliS od

ostatnich NPL nelisi [1, 3].

Tab. 2 Fyzikalni vlastnosti vybranych NPL [2]

Tabun (GA) Sarin (GB) Soman (GD) VX
Relativni molekulova 162,12 140,10 182,20 267,40
hmotnost
Hustota v 25 °C 1,07 1,09 1,02 1,01
[g.cm™]
Bod tani ['C] -50 -57 42 51
Bod varu ['C] 240 147 198 298
Hustota par 5,63 4,86 6,33 92
[g.cm™]
Tlak par v 25°C 0,07 2,9 0,4 0,007
[mmHg]
Tékavost v 25 °C 61,0 22,0 3,90 10,5

[mg.cm3]
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1.3. Rozdéleni nervové paralytickych latek

NPL se mohou d¢lit do 4 skupin a to skupiny G, V, GP a Novicok [6]. Latky typu G
byly vyvinuty béhem 2. svétové valky v Némecku. Maji 2 atomy kysliku vazdny pfimo na
fosfor. Latky typu V byly vyvinuty na pocatku roku 1950, obsahuji siru a 2 atomy kysliku
opét vazany na fosfor [1]. Mezi nove vyvijené latky patii Novicok a latky GP. Novicok je
vyvijen v Rusku od roku 1982 a podrobnéjsi informace o ném zatim nebyly publikovany.
Jednd se pravdépodobné o organofosfat obsahujici dihaloformidovou skupinu. Litky GP

jsou kombinaci NPL G a V [5].

1.3.1. Nervové paralytické latky rady G
Do skupiny NPL tady G patii tabun (GA), sarin (GB), soman (GD) a cyklosarin (GF).
Vzhledem k tématu diplomové préce je tato kapitola zaméfena na nervové paralyticky jed

soman. Chemicky vzorec somanu je O — pinakolyl methylfosfonofluoridat [1].

Je to bezbarva az mirn€ nahnédla kapalina se slabym zdpachem. Je omezen¢ rozpustny
ve vodé a dobte rozpustny v organickych rozpoustédlech [6]. Hydrolyza je nejjednodussi

v

dekontamina¢ni metoda, nemusi vSak patfit mezi nejucinnéjsi [1].

Hydrolyzu somanu lze urychlit zvySenim pH. Rozklada se pii teploté¢ 140 °C a je
jedovatéjsi a perzistentnéjSi neZ sarin, ¢i tabun, ovSem mén¢ neZz cyklosarin. Soman je
oznacovan jako zbrail hromadného niceni a jeho vyroba je pfisné regulovana a hromadéni

je zakdzano. Tab. 3 udava toxicitu v zdvislosti na mnoZstvi somanu a Case [1].

Tab. 3 Toxicita somanu [1]

LD 5, 2-10 mg
*ECts 25 mg.min/m’ pii inhalaci 4 g min/m’ pii ptisobeni pies kiizi

*LCts 40-70 mg.min/m’ pfi inhalaci ~ 7,5-11 g.min/m’ pii ptisobeni pres kiizi

" LDsy — smrtici ddvka - oznacuje ddvku, jejiZz podéni zpasobi imrtnost na vzorku jedinci uréeného
druhu do 24 hodin

* ECts, — stiedni Gi¢inna koncentrace — ddvka OL, kter po ¢ase ¢ vyvold u 50% zasaZenych osob do¢asné
zneschopnéni

? LCtso— stfedni smrtici koncentrace - ddvka OL, kterd po &ase 7 usmrti 50% exponovanych jedincii
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1.3.2. Nervové paralytické latky rady V

Latky fady V patii k nov¢ji vyvinutym nervoveé paralytickym jedm. Zatazuji se zde
VX, R-VX a VM [1, 4]. Maji vyssi inhalacni toxicitu ve srovnani s NPL fady G. Jednd se o
vySevrouci kapaliny s velmi nizkou tékavosti. Chemicky vzorec VX je O-ethyl S-[2-
(diisopropylamino)ethyl] methylfosfonothiolét. Jednd se o nazloutlou olejovitou kapalinu
se slabym specifickym zdpachem, kterd je minimdln€ tékavd. K tepelnému rozkladu
dochézi pfi 150 °C, v organickych rozpoustédlech je dobfe rozpustny. Hydrolyza probiha

velmi pomalu, rozklad nelze pozorovat ani po dvou dnech [1].

Hydrolyza je wurychlena zménou pH podobné jako u hydrolyzy somanu.

K dekontaminaci Ize vyuzit nukleofilni ¢inidla. Tab. 4 uvadi toxicitu latky VX [1].

Tab. 4 Toxicita VX [1]

1LD 50 5 mg
*ECts 5 mg.min/m’ pii inhalaci 150-200 mg.min/m’ pii ptisobeni pies kiizi
*LCts 35-45 mg.min/m’ pii inhalaci 1 g.min/m’ pii paisobeni pies kiizi

1.3.3. Nervové paralytické ldtky GP
GP latky jsou slouceniny strukturou podobné VX a sarinu (viz obr. 1) [4]. Tyto latky

------

pfi vdechnuti par nez latky fady G. Pfiznaky kontaminace se mohou projevit od né€kolika

minut aZ do 18 hodin po expozici GP [5].

Hydrolyzuji za vzniku fluorovodiku. Mezi dal$i produkty hydrolyzy v zdvislosti na pH
patii aminy a komplexni slouCeniny organofosfati. Pfi spalovani se uvolnuji oxidy dusiku,

fluorovodik a toxické organofosfaty [5].
R,’N-P(O)(F)-OCH,CH,NR,”

Obr. 1 Obecny vzorec latky GP [5]
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1.3.4. Bindrni chemické zbrané

Tyto chemické zbrané jsou zaloZeny na principu syntézy dvou méné toxickych
prekurzord. Pro tyto bindrni systémy se miZe vyuZivat prekurzort jak latek z fady G, tak
latek z fady V. Béhem syntézy musi dojit k exotermni reakci, kterd probéhne s vysokym
stupném konverze. Vyuziva se pfi reakci kapalnych prekurzort, které jsou oddélené v téle
naboje, pii vystielu dojde k smiseni kapalin. Teplo pfi vystifelu doddva aktivacni energii
smési. Mlze byt vyuzita také syntéza, do niZ vstupuje jedna kapalnd a jedna pevnd latka

[1].
1.4. Simulanty nervové paralytickych latek

Vzhledem k vysoké toxicit¢ NPL se pro testy jejich odbourdvéani pouzivaji latky, které
jsou blizké jejich struktufe. Tyto latky jsou pfistupnéj$i pro testovaci laboratofe
a predevSim jsou méné toxické. Maji podobné reak¢éni mechanismy jako pravé bojové
latky. Struktury nékterych simulantli jsou uvedeny na obr. 2. Napiiklad pro simulaci
sarinu se vyuZiva pentylacetat, pro yperit methylsalicylat, pro soman 1,2,2-trimethylpropyl
dimethylfosfit a pro VX 2- (butylamino)ethanthiol. Mezi dal$i simulanty se fadi

insekticidy jako napft. parathion, paraoxon, malathion a diazinon [7].

1 i 1 i
: Me Et Et
iPr PP M P/ Bt _P-o” P’
“xo, \ o) ‘\\0/ \ (0] ~0° N\ 5 Fn/ \ S
Me CH» Me 0\
Diisopropyl methylfosfonat Dl?lleﬂl?_l fomit 0O, S-Diethyl ?ei:l?‘[tll:,l;i;z}s-ih:;t
DIM methyitosiona methylthiofosfonat -
(DIME) (DMNMP) N (DEPPT)
o}
(|:|) F 2 F Et ﬁ | Cl Ll' 0/
n n . - - r=
Bt _Po.o/ P 0PN |
o7 \0 S Fn~ N Ofr - 0.
Etj Di hE: 3
_Diethvl S-fenv S-fenyldifenyl tethyl 3- .
0.0 DLEt.hE,l S-fenyl fosfinothioat (dimethylamino)propylfosfonit Diethyl
fosforothioat chlorofosfonit
\ (DCP)
o Y o
F—h—d 1 e J I
== . } Lo
Bt R0 e \ F
0. CN VL]
/
Diisopropyl Diethyl kyanofosfonat  Isopropyldedecyfluore
fluorofosfonat (DFP) (DECP) fosfonat (IDFP)

Obr. 2 Vybér simulanti pro VX a sarin (i-Pr — isopropyl, Me —methyl, Et — ethyl, Fn —

fenyl). Cervend jsou ozna¢eny simulanty VX [7]
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1.5. Toxicky acinek nervové paralytickych latek

Podstatou toxického ucinku NPL je rusivy zdsah do mechanismu pienosu nervového
vzruchu. Nervovy impulz vychdzi z nervovych zakonceni ve sméru k cilovému orgénu
(efektoru) na parasympatickych a nékterych sympatickych synapsich. Impulz je pfendsen
medidtorem — acetylcholinem. Signél vychdzi z mozku, probihd jako elektricky impulz na
povrchu nervovych drah, pak na nervova zakonceni uvolni latku acetylcholin, ktery
difunduje pres synaptickou Stérbinu k postsynaptické membran€é. Na ni je u usti
receptorové misto pro acetylcholin, ktery zméni permeabilitu postsynaptické membrany, to
zpusobi vytvoteni elektrického potencidlu postsynaptické membrany (drasliko — sodikova
vymeéna) a nervovy impulz je poté veden jako elektricky signdl k dalSi synapsi. V zavéru
dojde k odezvé efektorového organu. Ddle dochdzi krychlému zbaveni ptenaSecCe
acetylcholinu, aby mohlo dojit k dal§imu pfijeti nového impulzu (obr. 3) [1]. Tuto roli plni
enzym — acetylcholinesterdza, ktery regeneruje prostiedi a odbourdva acetylcholin na
cholin a kyselinu octovou [4]. NPL zpusobuji inhibici acetylcholinu. Blokuji tak jeho
odbourdvani a dochazi k endogenni intoxikaci, kterd je hlavni pficinou toxického ucinku
NPL. Paradoxné nejucinngj$im inhibitorem aceltylcholinu jsou latky, napodobujici jeho

strukturu [1].

Acetylcholin Acetylcholinesteriza SOMAN

Cist napodubujici cholin

ﬁReceptor_\'
'. . Odstépitelna "hlava" pro nevratnou vazbu na enzym

Vysilaci ';*ni o~ Prijimaci

nenel Fosfat napodubujici acetat

N

® Acetylcholinesteraza

Obr. 3 Princip inhibice acetylcholinu nervové paralytickou ldtkou [§]
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Klinické dasledky intoxikace jsou tyto - ziZeni zornic, porucha akomodace, zvySené
slinéni, slzeni a poceni, bolesti svaloviny traviciho traktu, na srdci je pozorovana
bradykardie a pokles krevniho tlaku. Mezi tzv. nikotinové pfiznaky patii svalova
ochablost, kiece, které mohou vyustit az v ochrnuti kosterniho svalstva. Tento stav je
nebezpecny, protoze hrozi ochrnuti dychaciho svalstva a vyrazné omezeni dychani. Terapii
proti intoxikaci NPL je okamzité podani pfisluSné antidotni latky jakou jsou atropin

a benactyzin [1].
1.6. Detekce nervové paralytickych latek

Mezi nejjednodussi metody detekce NPL patii prikaznikové papirky, které indikuji
behem ptil minuty zménou své barvy velmi nizké koncentrace latek typu G i typu V. Dalsi
moznosti je pouziti jednoduchych miniaturizovanych pftistroju, které umoznuji kontinudlni
detekci ovzdu$i. Pro detekci NPL slouZzi také prikaznikové pasky DETEHIT
a prikaznikové trubicky fungujici na principu enzymatické inhibice. U prikaznikové
pasky DETEHIT je mez detekce u latek G 1 V mezi 0,05-0,01 mg/m3 . Prikaznikové
trubicky mohou detekovat vSechny typy NPL (GA, GB, GD, GF, VX a R-VX)
s deklarovanou mezi 5.10” mg/m’ pro GB a GD. Rovné&Z automatické signalizatory pracuji
na principu enzymatické inhibice. Jsou to pfistroje pro dlouhodobé monitorovani NPL

v ovzdu§f s mezi detekce 3.107 mg/m3 [1].

Laboratorné vyuZzivanou instrumentdlni technikou je plynovd chromatografie
s hmotnostni detekci. Samotné analyze zde piedchdzi izolace latky z matrice. Obecné se
OL izoluji rozpusténim, ndsledn¢ se extrahuji nebo zachycuji na sorbent, ktery se poté
vymyvd vhodnym rozpoustédlem [1]. NPL Ize také detekovat kolorimetricky,

chemiluminiscenci (fluorescence a fosforescence) nebo nukledrni magnetickou rezonanci

[7].

Jako senzory pro pfitomnost NPL mohou slouzit pdérovité silikonové materidly
pracujici na principu absorpce NPL do pért silikonu. Nasledné je nasorbovany materidl
analyzovan infraervenou spektroskopii. Pro detekci NPL se také uplatiuji

elektrochemické vlastnosti uhlikovych nanotrubicek [7].
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2. Degradace nervové paralytickych latek

Metody degradace NPL jsou komplexni procesy, které mohou mit mnoho podob
a klasifikaci. Metodicky je miiZeme rozdélit na mechanické, fyzikdlni a chemické.
Mechanickd dekontaminace ptedstavuje nejjednodussi zpusob odstranéni kontaminované

plochy [2].

Fyzikalni metoda je jednodussi a levnéjsi nez chemickd detoxikace bojovych latek, ale
neni tak u¢innd. Vyhodou této metody je nezavislost na chemické povaze bojovych latek,
diky niZ se stdvd metodou univerzdlni. Radime zde ultrafiltrace, promyvani, fedéni,

obracenou osmézu nebo adsorpci [2].

Tieti zplisob je zaloZzen na chemickych reakcich a je zdvisly na chemické povaze
bojovych latek. Jednou z velkych vyhod této degradace je moznost pfemény toxickych
latek na netoxické nebo méné toxické, na rozdil od fyzikédlnich metod, které nebezpecné
latky doCasné odstrani, ale nerozlozi. Mezi pouZzivané chemické mechanismy patii
nukleofilni, eliminac¢ni, elektrofilni reakce, termalni destrukce, fotochemické
aradiochemické reakce [2]. Podkapitoly niZe jsou podrobnéji zaméfeny na vybrané

chemické metody aplikované pii odbourdvani NPL.
2.1. Hydrolyza

NPL fady G je mozno principielné hydrolyticky rozkladat (rovnice 1). Tato
problematika byla jiZ studovdna a zjistilo se Ze, pii hydrolytické reakci dochdzi

k nukleofilnimu ataku fosforu. Rychlost hydrolyzy je zdvisla na pH a teploté prostiedi [7].

Rovnice 1 Hydrolyza somanu [9]

I ij
P + H0 — N !
M 2 Hs + HF
o \Fcll_ O/ oﬁ 4

Produkty hydrolytické rozkladné reakce NPL jsou mén¢ toxické nebo netoxické latky.

o

Pfi rozkladu sarinu vznikd kyselina isopropyl methylfosfonovd (IMPA), pii rozkladu

somanu kyselina pinakolyl methylfosfonova a tabunu kyselina fosforec¢na [7].

Zavislosti rychlosti rozkladu NPL na pH a teplot¢ prostiedi jsou uvedeny v tab. 5.
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Tab. 5 Zavislost rychlosti rozkladu vybranych NPL na pH a teplot¢ prostiedi [7]

NPL pH Teplota [°C] Poloc¢as rozkladu [hod]
Tabun 7 25 14 -28
7,4 20 8
Sarin 6,5 20 461
7,5 20 46
6,5 25 237
7,5 25 24
6,5 0 8300
Soman 6.5 25 60

Jestlize dojde k zvySeni pH nad 10 jsou sarin i soman hydrolyzovany béhem né¢kolika
minut. Vzhledem k tomu, Ze pfi rozkladu dochazi ke vzniku kyselin, snizuje se tak pH

prostiedi a v zdvislosti s tim se sniZuje rychlost hydrolytické reakce [7].

Hydrolyza VX je pti neutrdlnich a slabé bazickych podminkach pomald s polocasem

rozkladu 60 hodin. Rychlostni konstanta klesa se snizujicim se pH (od 10 k 7,5) [7].

P11 hydrolyze VX (6 > pH > 10) dochazi k St€peni P-S vazby (viz rovnice 2). Produkty
této rozkladné reakce jsou kyselina ethyl methylfosfonova (EMPA) a diisopropylethyl
merkaptoamin (DESH). Pfi pH 7 - 10 dochdzi krozkladu VX za vzniku S-(2-
diisopropylaminoethyl) methylfosfonothioldtu (EA-2192) a ethanolu. EA-2192 je stily
a byva detekovén v destilované vodé 1 po 40 dnech. Navic je povaZzovan za pfiblizné stejné
toxickou latku jako VX. Jestlize nakonec dojde k hydrolytickému rozkladu, je EA-2192
rozlozen na DESH a kyselinu methylfosfonovou (MPA). Vzhledem k slozitosti rozkladu
VX mize byt VX detoxikovdn katalyzovanou hydrolyzou. EA-2192 v koncentrovaném

hydroxidu sodném pfi teploté 90 °C vytvaii netoxické latky NaPOs a thiolat [7].
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Rovnice 2 Hydrolyza VX [7]

(pH < 6, > 10) H,0 ND (pH 7-10)

o (o]
HS._—nN + /\0—||3—0H HO_T_S\/“N +  C,HsOH

2.2. Oxidace

Dalsi dekontaminacni metodou NPL je jejich oxidace. Prvnimi prostiedky
studovanymi pro dekontaminaci VX jiz v dobé 1. svétové valky byly bélidla a jejich

roztoky [7].

Ptikladem oxidace muze byt chlorace. Pfi reakci dochazi v prvni fazi k oxidaci P-S
vazby. Vlastnosti VX je rozpustnost v kyselém prostiedi, dochédzi tak k protonaci dusiku
tercidlntho aminu a k oxidaci siry za pfitomnosti HOCl. V druhé fazi pii pH 5-9 anion

chléru katalyzuje hydrolyzu (viz rovnice 3) [10].

Rovnice 3 Oxidace VX [10]

Vyuziti bélidel pro detoxikaci bojovych latek ma i své nevyhody. Aktivni chlor se
degraduje dlouhodobym skladovanim. K zamezeni jeho degradace se roztoky bélidel
pufruji. Mezi testované slouceniny pro dekontaminaci NPL patii alkalické N-chlor

slouceniny nebo Fichlor (komercni ndzev) [7].

Komer¢nim ptipravkem pouzivanym pro rozklad VX je DaPont, ve kterém je obsaZena
ucinnd latka peroxymonosulfat draselny. Piipravek je pomérné staly. DalSimi materidly
k oxidaci NPL jsou napt. peroxykyseliny, mezi né¢Z mizeme zaiadit monoperoxyftalat

hote€naty, kyselinu peroxyoctovou a m-chlorperoxybenzoovou kyselinu [11].
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Existuji také studie, které se zabyvaji oxidaci G latek, nicméné€ s ne zcela pozitivnimi

vysledky. V tomto ptipad¢ se jako ti¢inngj$i metoda degradace jevi jejich hydrolyza [7].
2.3. Perhydrolyza

Peroxidy jsou vhodné pro detoxikaci bojovych latek, jelikoZ jsou netoxické a stalé.
Maji nizky bod tuhnuti a mohou byt vyuZity na zamofend mista pii nizkych teplotich
okoli. Dekontaminace je zaloZena na tc¢inku nukleofilnich peroxy- aniontii HOO'". Reakce

probiha ptes peroxyfosfonatové meziprodukty (viz rovnice 4) [12].

Rovnice 4 Perhydrolyza sarinu [12]

ol F oOH ol 00  H,0, ol o
I B A R A
HF 0,, H,0

VX se také rozklad4 perhydrolyticky. Vyhodou oproti hydrolyze je zabrdnéni vzniku
toxické latky EA-2192 (pii hydrolyze vzniklo EA-2192 o 22% hm. vice). K tvorbé
kyseliny fosfonové dochdzi pifimo a nevznikd meziprodukt peroxyfosfonat. Rychlost

reakce je op¢ct zavisla na pH prostiedi [7].

Perboritany, ve vétSin¢ piipadi perboritan sodny (NaBOs3.4H,0), piedstavuji dalsi
chemikélie, které lze pouZzit pro dekontaminaci organofosfati. Pii reakci vznika
perhydroxylovy anion, ten je vaci organofosfiatim vice reaktivni neZ hydroxidovy (viz

rovnice 5) [13].

Bylo realizovdno nékolik studii, které se zabyvaly rozkladem malathionu, diazinonu
a parathionu (organofosfatové insekticidy). Vysoka reaktivita, komercni dostupnost
apomérné dobrd skladovatelnost (stabilita) je ¢ini vhodnym prostfedkem pii degradaci

insekticidu [7].
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Rovnice 5 Disociace perboritanu v zdsaditém roztoku a reakce paraoxonu

s perhydroxylovym aniontem [13]

e
BO, + 2H,0 ———= HOQ + B(OH),
e ®
o] e
EtO—IIil'—O o ﬁ e ©
! * HOO ——» EtO—P—00 +
OEt |
NO, OEt O:N
Paraoxon
H20,

(=]
Eto—pP—0 * H20+0;

OEt

2.4. Nukleofilni reakce s kovy

Vzhledem k tomu, Ze klasicka hydrolyza NPL probihd relativné pomalu, byl testovan
vliv pfitomnosti kovli na pribéh degradace. Kovy mohou byt bud’ katalyticky aktivni

sloZkou, nebo mohou piimo vstupovat do reakce (napft. v tzv. asistované hydrolyze) [7].

Byla studovdna hydrolyza sarinu, kterd byla katalyzovdna ionty médi. Rozklad
probihal pfi teploté¢ 35°C a pH 8. Rychlostni konstanta degradace sarinu byla 6,6x10* s
[14]. Jind v&deckad publikace uvadi metalorganickou slouceninu pod ndzvem CuBTC, ktera
dokdzala degradovat soman a VX, ovSem ne s pfili§ pfiznivym vysledkem. Polocas
rozkladu obou NPL trval ptes 1 den [15]. Pro katalyzovanou degradaci paraoxonu byly
pouzity ionty lanthanu (La"-katechol-porézni organicky polymer). Konverze
organofosfatu Cinila 30% za 2 hodiny [16]. Dalsi védecky tym testoval opét slouceninu
s ionty La**. Rozklad probihal pii teploté 70°C a pH 7,3 — 9. Rychlostni konstanta reakce
&inila 3,6x10* s [17]. Pro degradaci NPL byly také pouzity kovové slouceniny Mg, Mo
aZn|[7].

Také byly popsdny nekatalytické reakce s ¢dsticemi kovu, které degraduji NPL.
Jednim z hlavnich typil reakce je Stépeni vazby PO-R. Pro degradaci latek typu G byla
pouzita smés ozénu s kobaltem, chromem nebo manganem. Pro degradaci NPL byly

pouzity chemikélie také s obsahem boru a hliniku [7].
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2.5. Nukleofilni reakce s halogeny

Ionty BrO’, podobné¢ jak tomu je u chlornanti, jsou pifi degradaci NPL dobrymi R-

nukleofilnimi ¢inidly. Nukleofilni substitu¢ni reakce BrO™ je uvedena v rovnici 6 [7].

Rovnice 6 Rozklad fosfinadtu pomoci BrO™ iontli (Ar — aromat) [7]

\\I=""’:5J:]I + BrO—» \P‘/o + ArO
r r
/ \DAr / \DEr

Oxid hlinity dopovany fluoridy se vyuzivd jako ¢inidlo k hydrolyze VX, yperitu
(bojové latka fazena mezi zpuchytujici) a sarinu. KF-Al,O3 rychle reaguje a hydrolyzuje
VX. Rozbiji P-S vazbu a vznikaji netoxické latky EMPA (poloc¢as rozpadu 0,1 - 6,3 hod)
a toxicky EA-2192 (poloc¢as rozpadu 2,2 — 161 hod). Po odstépeni vazby mezi kyslikem
a fosforem miiZe byt dal rozklddan na netoxickou MPA. Pfi podobné hydrolyze s yperitem

vznikd netoxicky dioxan, pti rozkladu GB byla produkovana netoxickd IMPA [7].
2.6. Biologicka degradace

Degradace NPL biologickou cestou se jevi jako velice zajimavy jejich zpisob
zneSkodnovéni. Dilezitymi biomolekulami, které hraji roli pii degradaci NPL, mohou byt
enzymy zruznych organismi. Bylo prokdzdno, Ze nckteré enzymy dokdzou urychlit

hydrolyzu pesticidd, latek typu G a v nékterych ptipadech i latek V [9].

JiZ v roce 1946 vysel ¢lanek, ktery informoval o nespecifickém enzymu u lidi, krélik
a opic, ktery dokdzal Stépit P-F vazbu u NPL [18]. V roce 1950 jind védeckd skupina
napsala Clanek, v némz publikovala zprdvu o enzymu tabundza, ktery byl nalezen v krevni
plazmé lidi a zvitat. Dle ndzvu enzymu se jedna o latku, kterda je schopna hydrolyzovat
tabun [19]. O 24 let pozdé&ji byl vydan ¢lanek, ktery se zaméfoval na degradaci parathionu.
Ten byl rozloZen prostfednictvim mikrobiélni kultury na p-nitrofenol. Optimélni podminky
pro rozkladné reakce byly pfi pH 8,5 — 9,5 a teploté 35 °C [20]. V roce 2003 byla vydana
studie opct o dekontaminaci organofosfatu parathionu za pomoci bakterie Esherichia coli
a Pseudomonas putida. Byl rozlozen 0,5 mM parathion na p-nitrofenol. Bakterie E. coli
byla také pouzita pii degradaci paraoxonu [21]. Cldnek zroku 2005 uvadi
mikroorganismus, uzZ vyse zminovanou P. putida, ktery byl schopny hydrolyzovat latky

jako parathion, paraoxon, methyl paraoxon a p-nitrofenol [22].
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Diéle byl ziskdn enzymaticky protein z mikroorganismu Pseudomonas diminuta, ktery
katalyzoval hydrolytickou reakci parathionu, paraoxonu, ovSem huf katalyzoval
rozkladnou reakci VX [7]. Jind publikace uvadi extrakci enzymu rovnéz z Pseudomonas
diminuta nazyvany fosfotriesteraza, ktery dekontaminoval insekticidy [2]. Skupina S. P.
Harvey a kol. hydrolyzovala cyklosarin za pomoci enzymu izolovaného z mikroorganismu

Alteromonas haloplanktis [7].

Jednim z omezeni enzymatické hydrolyzy G — litek je vznik kyselych produktt
reakce. Ty sniZuji enzymatickou aktivitu zvlast€ pfi pH < 6. Proto tyto reakce vyZaduji
pufrovéni, které udrzuje pH reakce neutrdlni aZ slab¢ alkalické. Pufrovanim mohou byt

vyvolany dalsi enzymatické reakce [9].

Enzym organofosforhydroldza (OPH) byl testovan pii dekontaminaci VX. Obecné je
ucinnost enzymu nizka. Pro zlepSeni jeho aktivnich vlastnosti byly fizenou mutagenezi

vyvinuty 4 typy enzymd, které jiz dokdzaly efektivnéji katalyzovat hydrolyzu VX [9].
2.7. Ostatni metody rozkladu nervové paralytickych latek

Skupina G. W. Wagnera studovala detoxikaci VX latky za pomoci pouZziti zeolitl.
I v tomto pifipad¢€ doSlo k rozStépeni P — S vazby. Zjistilo se, Ze zeolit obsahujici stiibro

1épe Stépi P-X vazbu nez zeolit s obsahem sodiku [2].

Jinou metodou je dekontaminace pomoci roztoku methoxidu sodiku
a diethylentriaminu impregnovaného na karbonové matrici. Takto pfipraveny reaktivni

sorbent byl vyuZzit pro dekontaminaci somanu [2].

Oxid kifemicity, oxid hlinity nebo hlinitokfemicité jily pfipravené ve form¢ koloidnich
gelil byly také testovany jakoZto materidly degradujici NPL. Mohou byt naneseny na
naklonéné nebo tvarované povrchy kontaminované chemickymi bojovymi latkami.
Materiél se mize aplikovat pomoci rozprasovace. Po dekontaminaci mize byt vysan nebo
odplaven a nésledné¢ likvidovan. Odbourdvani bojovych latek funguje v tomto piipad¢é na

principu hydrolyzy [2].

Dekontamina¢ni materidly nemusi byt pouzity jen ve form¢ gelu, ale také ve formé
granuli. Ptikladem je materidl, obsahujici kationové povrchové aktivni latky jako jsou
uhlicitan, polyethylenglykol, amorfni oxid kfemicity a glycerol-diacetat. Jednotlivé latky
se smichaly s vodou a byly vytvofeny granule. Reak¢ni mechanismy rozkladu jsou

obdobné jako u oxidace [2].
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3. Dekontaminace vybranych NPL prostifednictvim nanomateriala

Z divodu odliSnych chemickych a fyzikdlnich vlastnosti nano¢dstic a nanomateridld,
jsou v posledni dob¢ pro degradaci NPL testovany rizné nanomateridly jako jsou naptiklad
submikronové cCastice kovovych sloucenin, jejichz texturu tvofi mezo- a nanopory.
Vykazuji vysoky specificky povrch, ktery je velmi reaktivni. DokédZou tak degradovat NPL
za kritkou dobu na netoxické latky. V textu niZe jsou uvedeny nckteré studie, které
testovaly nanomateridly pro dekontaminaci latek fady V, liatek fady G a v nékterych

piipadech i yperitu (HD).
3.1. Nanodisperzni oxidy kovi pripravené homogenni hydrolyzou

Homogenni hydrolyzou siranti, dusi¢nand, ¢i chloridii byly pfipraveny jejich
nanodisperzni oxidy nebo oxo-hydroxidy. Nasledn¢ byly vzorky po dobu 24 hodin pfi
teplot¢ 100 °C suSeny (400 Pa). Vysledné materidly byly charakterizoviny Brunauer
Emmett Tellerovou metodou (BET), Barrrett Joyner Halendovou metodou (BJH),
rentgenovou difrakci, infraCervenou spektroskopii (IR) a skenovaci elektronovou
mikroskopii (SEM). Déle byly materidly testovany pro jejich schopnost rozkladat
chemické bojové latky (soman a VX) na netoxické produkty. Toxicka latka byla v lahvicce
davkovéna na vrstvu praskového Cinidla ve formé roztoku. Lahvicka se uzavfela a vloZzila
do termostatu. VSechny experimenty se provadély pfi teploté 25 °C. Proces byl ukoncen
piidanim isopropyl alkoholu. Suspenze se zamichala a kapalnd frakce se odd¢lila od pevné
latky odstfedénim. Nasledné byla frakce analyzovdna na obsah zbylych bojovych latek
[23]. Ddle jsou v této kapitole uvedeny rizné nanodisperni oxidy kovi, které jsou

pfipraveny vySe uvedenym postupem.

Piikladem materidlti miZe byt anatas a ferrihydrit pfipravenych z piisluSnych siranti.
Nésledné byly testovany pii odbourdvani VX a somanu Pro nédzornost jsou vtab. 6
uvedeny vysledky rozkladu NPL. Instrumentdlnimi metodami se zjistilo, Ze
polykrystalicky anatas vytvofil sférické klastry o velikosti 1-2 pm. Ferrihydrit tvofil
stérické aglomeraty o submikronové velikosti. Zbytkova koncentrace VX a somanu byla
urena  prostiednictvim  kolorimetrického  stanoveni  thioli. =~ Pomoci  vSech
dekontamina¢nich c¢inidel po 64 minutich bylo dosazeno témét 100% degradace

testovanych NPL [23].
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Tab. 6 Vysledky rozkladu VX a somanu [23]

Anatas se Anatas s Ferrihydrit se Ferrihydrit s
somanem VX somanem VX
Doba reakce Pomér konverze [ %]
[min]
2 73,1 67,4 75,5 61,9
4 81,5 76,2 87,1 75,0
8 90,9 82,4 89,7 85,3
16 92,4 90,7 92,8 91,7
32 94,9 94,3 94,7 94,3
64 96,6 98,3 99,8 97,1

Dal$imi materidly testovanymi pro dekontaminaci NPL jsou nanodisperzni oxidy

Zeleza, hliniku a zinku dopované zirkoniem. Celkem bylo pro piisluSnou slouceninu kovu

piipraveno 5 sérii vzorkl s riznym pomérem dopantu zirkonia a oxidu kovu. Bylo tak

mozné posoudit vliv individudlniho piispévku zirkonia a oxidu kovu na degradaci

testované NPL (viz tab. 7) [24].

Tab.7 Vysledky rozkladu VX a GD. V pravé casti tabulky se nachdzi pomérové

zastoupeni jednotlivych chemikalii [24]

Vzorek BET Konverze Konverze GD Siran ZrOSO, Zr
[m%/g] VX po 64 po 64 [g] [g] [hm. %]
minutach minutach
[%] [%]

FeZr1l 300,1 99,63 99,32 99 1 1,33
FeZr2 272,7 99,97 99,91 95 5 8,35
FeZr3 267,5 99,83 99,07 90 10 14,63
FeZr4 322,4 99,95 98,41 85 15 17,37
FeZr5 4224 91,78 93,62 80 20 21,24
AlZrl 108,3 53,26 44,6 99 1 3,33
AlZr2 119,6 44.9 40,55 95 5 5,75
AlZr3 138,6 50,22 43,87 90 10 9,37
AlZr4 275,5 78,57 75,64 85 15 17,17
AlZr5 125,9 52,49 49,05 80 20 19,16
ZnZrl 72,6 41,72 73,5 99 1 1,85
InZr2 71,8 73,55 72,92 95 5 3,82
ZnZr3 52,6 72,17 70,23 90 10 6,45
InZr4 46,7 71,37 70,76 85 15 10,24
InZr5 29,8 35,55 67,71 80 20 15,78

Pfitomnost ionti zirkonia v oxidech zvySuje mérny povrch materidlu, a tim mtze

dochdzet ke zlepSeni schopnosti degradace NPL. OvSem neni to vZzdy pravidlem, jak Ize

pozorovat ztab. 7. Koncentrace VX a somanu byla kvantifikovdna pomoci GC/FPD

(plynova chromatografie s fotometrickym detektorem). NejicinngjSim materidlem pro
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dekontaminaci NPL byl oxo-hydroxid Zeleza dopovany zirkoniem. U této série vzorkl

dochdazelo k degradaci NPL nad 90 % [24].

Pomoci homogenni hydrolyzy 2 — chloracetamidem byly pfipraveny déle oxidy Ti-Mn.
Zbytkova koncentrace somanu byla detekovdna GC/FPD metodou. Nejlepsi vysledky pii
degradaci somanu byly pozorovany pro vzorek Ti-Mn_5, ktery obsahoval 2,1 % hm. Mn
a Ti-Mn_25 obsahujici 6,76 % hm. Mn. Po 64 minutach ptsobeni Ti-Mn_5 doslo k 89 %
degradaci somanu. U ¢inidla Ti-Mn_25 za stejnych podminek doSlo k 88 % degradaci

somanu. S rostoucim obsahem manganu ucinnost rozkladu pro soman klesala [25].

Homogenni hydrolyzou za pomoci srdZeciho ¢inidla mocoviny z roztok chloridu
germanicitého a siranu titani¢itého byl pfipraven oxid titani¢ity dopovany germdaniem.
Dopované ionty Ge™ zvy3Suji mé&my povrch a obsah amorfni fize vzorki. Bylo zjisténo, Zze
oxid titaniity dopovany germaniem zlepSuje degradacni vysledky pro soman a VX. Za
pusobeni piipraveného Cinidla doslo k 100% dekontaminaci somanu a 99 % degradaci VX

[26].

Z vyse uvedenych experimentti plyne, Ze na degradaci NPL pomoci oxidickych
nanomaterilalti s obsahem kovi ma vliv nékolik faktorti napt. specificky mérny povrch,

porozita a pomér oxidu kovu a dopovaného prvku [27].
3.2. Nanotubuldrni materialy

K dal$im nanomateridlim, které piisp€ly k rozkladu somanu a VX, mlizeme fadit
titanové nanotrubicky. Degradace NPL byla sledovdana pomoci nukledarni magnetické
rezonance (NMR) a molekulové absorpcni spektroskopie (MAS). VX byla rozklddana
rychle s polo¢asem rozpadu 30 minut. Tato rychlost se bliZzila rychlosti dosazitelné
v kapalnych dekontaminantech. Ukazuje se, ze VX se adsorbuje do kandlkl titanovych
nanotrubi¢ek anebo jejich titanicitych vrstev. V mezivrstevném prostoru se nachdzeji
molekuly vody. Poskytuji tak optimédlni podminky pro hydrolyzu VX a GD. Polocas
rozpadu GD pii hydrolyze s obsahem 20% hm. H,O byl 3,3 hodiny [28].

Jind védecka skupina testovala dekontaminaci simulantii CEPS (2-chloroethylfenyl
sulfid) a DMMP (dimethyl methylfosfonat) pomoci titanovych nanotrubi¢ek dopovanych
ionty stfibra. Nanotrubic¢ky byly syntetizovany hydrotermalni iontovou vyménou. Celkem
byly pfipraveny 3 modifikace titanu a to - oxid titani¢ity dopovany stiibrem, titanové
nanotrubicky a titanové nanotrubicky dopované stiibrem. PoloCasy rozpadu CEPS
a DMMP jsou uvedeny v tab. 8 [29].

27



Tab. 8 Polocasy rozpadu CEPS a DMMP [29]

CEPS [hod] DMMP [hod]
TiO,- Ag" 2,31 13,8
TiO; - nanotrubic¢ky 23,1 23,1
TiO, - nanotrubic¢ky + Ag* 10 x rychlejsi nez TiO,- Ag” 1,6 x rychlejsi nez TiO,- Ag*
(dopované)
Pro degradaci simulantti tady G (DFP - diisopropylfluorofosfonét)

a V (paraoxon) byly dile testovdny uhlikové nanotrubicky modifikované piidavkem
enzymu organofosforohydrolazy (OPH). Vytvofily tak aktivni a stabilni konjugat.

Vysledné testy ukdzaly katalytické Gc¢inky kompozitu, kdy béhem 45 minut doslo k 95%

konverzi simulantu typu G a béhem 30 minut k 99% konverzi simulantu latky V [30].
3.3. Fotokatalytické nanomaterialy

Principem fotokatalyzy je pohlceni svételného kvanta na povrchu fotokatalyzatoru.
Vytvoii se dvojice ndboji h* (kladné diry) a e”. Kladné diry reaguji s vodou za vzniku OH.
radikdlu a elektrony s kyslikem za vzniku superoxidového radikdlu O, . Vzniklé radikaly

se podileji na Stépeni organické molekuly [27].

3.3.1. Fotokatalytické materidly na bazi TiO;

Homogenni hydrolyzou smési oxosulfatu zirkonia a oxosulfatu titanu pii teploté
100 °C byl pfipraven anatas dopovany zirkoniem, timto krokem se zvySil mérny povrch
materidlu. SrdZecim cCinidlem pro hydrolyzu byla pouZzita mocCovina. Takto pfipraveny
materidl byl testovdn za ucelem vyhodnoceni jeho reaktivity se somanem a VX.
Fotoaktivita byla studovdna pomoci fotokatalytického rozkladu barviva Orange II
(C16H11N2NaO4S). Rozklad probihal pii ozdfeni o vlnové délce 254 nm a 365 nm.
Zbytkova koncentrace nervovych latek somanu a VX byla kvantifikovana kolorimetricky

stanovenim koncentrace thioll. Konverze somanu ¢inila 97,1% a VX 98,9% [31].

Déle byly pfipraveny fotokatalytické nanokompozity TiO, dopované ionty In**
a TiO; /In,;S; . TiO, dopovany ionty In** byl pfipraven homogenni hydrolyzou TiOSO4
a Iny(SO4)3. TiO; /In,S; byl pripraven homogenni hydrolyzou stejnych soli, ovSem jako
srdzeci ¢inidlo zde byl pouZit misto mocCoviny thioacetamid. Fotokatalyticka aktivita byla
testovdna opét na barvivu Orange II. Zaglenéni iontii In’ do oxidu titani¢itého v oblasti
viditelného svétla zpusobilo rozklad yperitu. Yperit je vybirdn zdmérn¢, diky jeho vysoké

odolnosti. Konverze yperitu u obou materialt ¢inila témét 100 % [32].
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Fotokatalytické vlastnosti TiO, mohou zdviset na texture, krystalinité, velikosti ¢astic
a specifickém mérném povrchu. DalSiho vylepSeni fotokatalytickych vlastnosti u oxidu
titani¢itého miZe byt dosaZeno jeho dopovanim prvky typu P (AI**, Ga®*, La’*) nebo

N (Ta*, Sb*, Mo™®) [27].

3.3.2. Fotokatalytické materidly na bdzi Zn

Homogenni hydrolyzou siranu zine¢natého thioacetamidem pii 80 °C byly pfipraveny
nanocdstice sulfidu zine¢natého. Po Zihdni pfi teplot€¢ 400°C v kyslikové komote byly
ziskany nanocéstice oxidu zine¢natého a sulfidu zine¢natého. Fotokalatytickd aktivita
vzorkl byla stanovena pomoci rozkladu Orange II barviva ve vodném roztoku pod UV
zéfenim o vlnové délce 365 nm. Vzorky byly poté vyhodnocoviny pro schopnost
degradace chemickych bojovych latek na netoxické produkty. Dany materidl byl testovan

na yperitu, kde konverze €inila 42% b&hem 32 minut [33].
3.4. Ostatni kovové nanomaterialy

Za laboratornich podminek byla provedena degradace VX a GD pomoci nanocastic
oxidu hofecnatého. Rozkladné procesy byly studovdny prostiednictvim nukledrni
magnetické rezonance (NMR). Testované latky hydrolyzovaly na povrchu reaktivnich
nanocastic MgO. VX se rozklddala na kyseliny ethyl methylfosfonovou
a methylfosfonovou. Pfi rozkladu nebyly detekovany Zadné toxické latky. GD se rozkladal
na kyselinu methylfosfonovou. Pfi reakci dochdzi k adsorpci NPL na povrchu MgO.
Proces adsorpce je fizen diftizi. Kapalina NPL se §ifi prostfednictvim péra do struktury
MgO. Siteni roztoku je ukondeno v momentu, kdy dosahuje objemu péri nanomateriglu.

Polocas rozkladu GD ¢inil 28 minut a VX 68 hodin [34].

Pro degradaci VX a GD byl dale testovan oxid hlinity. Produkty degradace NPL byly
organofosfaty hliniku. Polocas rozkladu katalyzované hydrolyzy u somanu byl 1,8 hod a u
VX 9,2 hod [35]. Jind publikace uvadi hydrolyzu somanu a VX katalyzovanou hydroxidem
zirkonicitym. Polocas rozpadu pro GD byl 8,4 minut a pro VX 1 minuta [36].

Také byla pozorovana hydrolyza katalyzovand nanocdsticemi nulamocného Zeleza
a kompozitem tvofenym smési Fe**/Fe™. Kompozit Fe**/Fe*® na rozdil od nanogéstic
Zeleza prokdzal vySsi degrada¢ni aktivitu. Pfi hydrolyze za ptitomnosti kompozitu doslo
témét k 100% degradaci somanu a VX do 10 minut. V piipadé, kdy byl pouzity
nanocastice nulamocného Zeleza, hydrolyza probihala pomalu a ani za 65 minut nedoslo

k 60% konverzi NPL [37].

29



4. Biosyntéza kovovych nanocastic

Obecné mohou byt metody piipravy nanocdstic na bazi kovii déleny na chemické,
fyzikélni a biologické. Ve své podstaté se biologické metody fadi mezi metody chemické,
ale navic se vsysttmu nachdzeji mikroorganismy nebo jejich ¢asti. V porovnani
s fyzikédlnimi a chemickymi metodami je biosyntéza nanoc¢éstic ekonomicky a energeticky
vyhodngjsi a ekologicky Setrngj$i. Neni nutno pofizovat drahd experimentalni zafizeni a pii

syntéze se netvoii toxické meziprodukty [38]. Biologické syntézy maji jiz své pevné misto

zejména v piipraveé nanocdstic stiibra, platiny, paladia a zlata [39].

Na bioredukci iontl kovil (biosyntéze) se podileji rizné biomolekuly, jako jsou napf.
enzymy, koenzymy, bilkoviny nebo zbytky biomolekul s riznymi funkénimi skupinami
(aminovymi, karboxylovymi, hydroxylovymi atd.), které redukuji toxické ionty kovi
dostavajici se do kontaktu s biomasou [40]. Jednd se o redukujici skupiny, které se
nachézeji v buinice anebo na jejim povrchu. Kovy se nasledné vylucuji jako nulamocné. Je
nutno dodat, Ze pfi biosyntéze nanocastic dochdzi vétSinou k usmrceni pivodné Zivé

biomasy [39].

Dtvody pro¢ (mikro)organismy vytvafeji anorganické nano- a mikrostruktury jsou
v podstaté dva: 1) obrana a 2) zdmér. V piipadé, Ze se dostanou kationty kovil k buiice,
muZe dojit k obrannému detoxikacnimu mechanismu a pravé k transformaci toxickych
iontd kovi na netoxické nebo méné¢ toxické slouCeniny anebo nulamocné kovy. Zamérnou
integraci funk¢nich slozek do bunécnych tél organismi rozumime napi. tvorbu nano-
a mikrostruktur SiO, a formovéani pevnych schrianek kiemicitych fas nebo tvorbu
magnetosoml u magnetotaktickych bakterii. Zminéné procesy lze vyuZit pro piipravu

riznych nanocéstic a nanomaterialt [38].

Pro biosyntézu nanoc¢astic musi byt vybrana vhodna biomasa (tab. 9). MiiZe se jednat
o mikroorganismy, vyssi rostliny, ¢asti rostlin nebo jejich extrakty. Biomasa se smichd
s prekurzorem kovu, ktery chceme pfipravit (napf. u nanocastic zlata se nejCastéji jednd
o kyselinu chlorozlatitou). Vysledkem biosyntetického (bioredukéniho) procesu jsou
nanocdstice ruznych tvari, velikosti a slozeni. Jednou z velkych vyhod biosyntézy je
tvorba nanocastic a jejich stabilizace v jednom kroku. Pfipravené nanocastice ddle nemusi
podstoupit stabilizacni krok pro zamezeni agregace. Biomolekuly organismu a jejich

zbytky obali nanocéstice tak, Ze nedochdzi k naslednému shlukovéni [38].
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Tab. 9 Vybrané organismy tvofici biosyntetizované nanocastice zlata [38]

Organismus Velikost Tvar
nanocastic
[nm]
Bakterie
Bacillus megaterium D01 2 kulovity
Escherichia coli 258 kvazi - hexagondln{
Bacillus subtilis 168 5-25 oktahedraln{
Aktinomicety
Rhodoccocus sp. 5-15 kulovity
Thermomonospora sp. 8 kulovity
Houby
Colletotrichum sp. 8-40 kulovity, nepravidelny
Fusarium oxysporum 20-40 kulovity, trojihelnikovity
Trichothecium sp. - -
Volvariella volvacea 20-150 kulovity, trojihelnikovity, hexagonalni
Verticillium sp. 2-20 -
Kvasinky
Pichia jadinii 100 hexagonalni, kulovy, fcc
Yarrowia lipolytica 15 -
Rasy
Chlorella vulgaris - -
Sargassum wightii 8—-12 -
Spirulina platensis 6-10 kulovity
Rostliny a extrakty
Aloera vera (extrakt z listl) - kulovity, trojihelnikovity
Appin (extrakt z listl) 39 kulovity, trojihelnikovity
Pelargonium graveolens 20 —-40 dekahedrélni, ikosahedralni
Sesbania drummondii 6 -20 kulovity
Ocimum sanctum 30 trojuhelnikovity, hexagonalni
Cymbopogon flexuosus 200 — 500 kulovity, trojihelnikovity
Coriandrum sativum (extrakt z listu) 7-58 kulovity, trojihelnikovity
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Zménou pH, teploty, koncentrace prekurzoru nebo biomasy, ozafenim, expozi¢nim
¢asem ¢i michdm, mohou byt optimalizovdny charakteristické vlastnosti nanocastic.
Zjistilo se, zZe syntéza nanocéstic je druhové specifickd, tzn. Ze mikroorganismy rtznych
druht mohou vytvofit nanocastice stejného chemického slozeni, ale s rozdilnou velikosti

a tvarem [39].

Spravny vybér biomasy a zajisténi optimalnich podminek pro rtst bunék a reakénich
podminek jsou dulezitymi faktory pro piipravu nanocastic kovi. Pfi kontaktu prekurzoru
s biomasou dochdzi k jeji degradaci a kjejimu usmrceni, proto je vhodné vybirat
mikroorganizmy snadno kultivovatelné a také nepatogenni. Pro biosyntézu v primyslovém
m¢éfitku je tfeba také posoudit potencidlni mnozstvi a rychlost redukce nanocastic. Behem
procesu biosyntézy se tedy kontroluji kultivaéni podminky biomasy a v neposledni fadé

rovnéz jeji samotny prub¢h [38].

V praktické ¢asti diplomové prace je popsdna biosyntéza nanocastic zlata. Proto budou
nasledujici podkapitoly tématicky zaméfeny pravé na vlastnosti tohoto kovu v nanoformeé

a ve stru¢nosti bude uvedeno nékolik piikladl aplikaci bionanozlata v katalyze.
4.1. Vlastnosti nanozlata

Jednim z nejCastéji pouZivanych prvki v nanotechnologiich je zlato, které je
tvofeno klastry zlata s fadou unikdtnich vlastnosti (elektrické, biokompatibilni, optické,
termalni, katalytické atd.). Nanozlatem se rozumi uskupeni malych ¢éstic, tvorené nc¢kolika

atomy zlata az nc¢kolika stovkami ¢i tisici atomy [41].
Svou popularitu nanozlato ziskalo hlavné diky:

e stabilit¢ v kovové formé (neoxiduje),
e selektivité pro molekulédrni struktury (slouZi jako platforma),
e Sirokému spektru moznosti ptipravy (laserova ablace, biosyntéza, aj.),

® zajimavym optickym vlastnostem (zejména povrchové plazmonové rezonanci) [41].

Nanocéstice zlata tvoifi rizné tvarové modifikace, napt. sférické, tyCové ¢i

trojihelnikovité (obr. 4) [41].
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Obr. 4 Koloidni roztoky zlata a snimky z transmisniho elektronového mikroskopu

(méfitko 30 nm), kde miiZeme pozorovat zménu optickych vlastnosti v zavislosti

na tvaru nano&dstic. Roztoky obsahuji 0,05 mg zlata/ml (~10"" &astic/ml) [42]

Nanosférické Castice zlata jsou zndmy svymi optickymi vlastnostmi. Osvétleni roztoku
nanozlata bilym svételnym paprskem (400 — 700 nm) zpisobi rozptyl barevného svétla
[41]. Cidst svétla je tak absorbovana a &dst odraZena. OdraZend &ast dopadajiciho svétla
propujci roztoku zlatych nanocéstic barvu. Tento rozptyl je citlivy a zdvisly na velikosti
atvaru nanocdstic. Nanocdstice o priméru 60 nm rozptyluji svétlo fialové, zatimco

nanocdstice o velikosti 90 nm rozptyluji svétlo modré [43].

NanotyCinky zlata rozptyluji svétlo Cervené a vykazuji vyznamné vyssi optické
vlastnosti neZ nanosférické Castice [41]. Absorbovand vinova délka zareni je zdvisld na

poméru jejich délky a Sitky [43]. Opticky aktivnimi jsou i nanofilmy zlata nebo tzv.

nanohouby, je to zptisobeno vysokym specifickym povrchem obou struktur [41].

Dalsi moznou morfologii nanozlata jsou tzv. ,,nanoshells* sklddajici se ze dvou casti:
jadra a tenké vrstvy na povrchu jadra. Kulovité dielektrické jadro byva nejcastéji z oxidu

kiemicitého nebo polymeru. Povrch je tvofen zlatymi sférickymi nanocasticemi [41].

VySe zminéné ,,nanoshells* na bazi zlata byly vyuzZity jako elektrokatalyzatory pii
oxidaci oxidu uhelnatého, methanolu a redukci kysliku. U tohoto materidlu byla prokdzana
elektrochemickd a termalni aktivita [41]. Nanosférické Castice zlata se vyuzivaji ke zvySeni
efektivntho povrchu biosenzoru, k biologickému fluorescenénimu znaCeni a pfi
katalytickych a oxidacnich reakcich. Zlaté nanotyCinky jsou vyuZity pro zlepSeni

detek¢nich signdlt zaloZenych na principu rezonance povrchovych plasmonti [43].
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4.2. Katalytické aplikace nanozlata

Obecné je zlato v ,,bulk® formé& inertni a chemické reakce nekatalyzuje. PouZije-li se
zlato v podob€ nanocastic, stdvd se zncho aktivni nanokatalyzator, jelikoZ obecné

katalytické vlastnosti zavisi na velikosti specifického povrchu materidlu [41].

Velké usili se vkldda do studie katalytickych vlastnosti nanozlata. Nanocastice
v rozmezi mensim nez 10 nm nachézi uplatnéni napt. v heterogennich katalyzach. Védci se
zametuji predevSim na kontrolu rozmeéru a slozeni zlatych nanocéstic a na prevenci jejich

agregace [41].

Nanozlato je aktivni za laboratornich podminek, a proto je hojné vyuZivano
v chemickém primyslu pfi oxidacnich procesech napiiklad jako katalyzdtor pfi oxidaci
oxidu uhelnatého, oxidaci propenu na propylenoxid nebo oxidaci cukri na organické

kyseliny [41].

Bimetalické katalyzatory nanocastic zlata a paladia byly pouZity pro oxidaci ethenu na
vinylacetit. Reakce mezi ethanem a chlorovodikem je rovnéz katalyzovand nanozlatem za
vzniku vinylchloridu. Ddle mohou nanoc¢éstice zlata katalyzovat reakce vodiku s kyslikem
v palivovych c¢lancich nebo mohou byt vyuzity pii syntéze peroxidu vodiku a oxidaci

alkoholu [41, 44].

Bimetalické katalyzatory na bazi zlata a oxidu Zelezit¢ho byly vyuZity rovnéZ pro
degradaci oxidu uhelnatého a ozénu. Nanocéstice zlata byly také testovany pfi
dekontaminaci vyfukovych plynt, které mohou obsahovat dioxiny, uhlovodiky, oxidy

dusiku a uhliku [41].

V tab. 10 jsou uvedeny piiklady nékterych reakci, které byly katalyzovany zlatymi

nanocasticemi ptipravenych bioredukci.
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Tab. 10 Katalytické aplikace biosyntetizovanych nanocastic zlata

Biomasa Reakce Citace
Camellia sinensis redukce methylenové modfi [44]
Cacumen platycladi oxidace propylenu [44]
Sesbania drummondii degradace 4 — nitrofenolu za vzniku 4 — aminofenolu [44]
Cylindrocladium degradace 4 — nitrofenolu za vzniku 4 — aminofenolu [45]
floridanum

Ayurvedic arishtams degradace 4 — nitrofenolu za vzniku 4 — aminofenolu [46]
Ayurvedic kashayam redukce methylenové modfi [47]
Trigonella foenum- degradace 4 — nitrofenolu za vzniku 4 — aminofenolu [48]
graecum

Escherichia coli degradace 4 — nitrofenolu za vzniku 4 — aminofenolu [49]
Syzygium samarangense degradace 4 — nitrofenolu za vzniku 4 — aminofenolu [50]
Cacumen platycladi oxidace benzyl alkoholu [51]

(nanocéastice Au-Pt)
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EXPERIMENTALNI CAST

s w2z

Cilem experimentélni C4sti je biosyntéza nanocastic zlata pomoci Mallomonas kalinae,
jejich charakterizace a testovéni jejich katalytické dcinnosti pfi hydrolyze somanu a VX.
Nésledné jsou vysledky diskutovany a je vyhodnocena vhodnost pouZiti bionanozlata pro

degradaci testovanych NPL.
5. Metody a materialy

5.1. Priprava suspenze s obsahem zlatych nanocastic

Biosyntéze nanocéstic zlata pifedchdzi napéstovani biomasy. Pro biosyntézu zlatych
nanoCastic byly pouzity vodni tasy Mallomonas kalinae (MK), které jsou tvofeny
kfemicitymi Supinami na povrchu bunék. Jednd se o eukaryotni jednobunécné organismy —
bicikovci — z tfidy chrysomondd (obr. 5) [52]. Experimenty biosyntézy navazuji na préci,
ve které byla studovana biosyntéza kovli pomoci tas Diadesmis gallica [53]. Proto se vybér
biomasy pro bioredukci zlatych nanocastic opét soustfedil na mikroorganismy

s kfemicitymi strukturami.

SEI 7.0kv  X12,000 Tum

Obr. 5 Detail povrchu buikky MK pokryté kfemicitymi Supinami (snimek je pofizeny
skenovacim elektronovym mikroskopem JOEL na pracoviiti v Ceskych

Bud¢jovicich, Akademie véd CR, v.v.i.)

5.1.1. Kultivace Mallomonas kalinae
Experimentdlni kultura byla péstovdna v kultivaénim médium, které poskytuje
zdkladni vyZivy pro rist chrysomondd. Médium je sloZeno zchemikdlii uvedenych

v tab. 11 [38].

36



Tab. 11 Prehled pottebnych chemikalii a jejich koncentrace [38]

MnoZstvi Chemikalie Zasobni roztok

1 ml MgS0..7H,0 5 g/100 ml dH,O

1 ml KCl 0,3 g/100 ml dH,O

1 ml NH,CI 0,268 g/100 ml dH,O
1 ml* NaNO; 2 /100 ml dH,O

1 ml * B3 - glycerofosfat 0,216 g/100 ml dH,O
1 ml H;BO; 0,08 g/100 ml dH,O
1 ml * Na,EDTA 0,7 g/100 ml dH,O

1 ml Na,Si0;.5H,0 1,4 g (0,6 g/100 ml dH,0)
1 ml * FeCl;.6H,O 0,166 g/100 ml dH,0O
1 ml CaCl, 7,5 g/100 ml dH,O
243 mg HEPES Roth Hepes 0,5 Na

1 ml Stopové prvky Viz. recept (Tab. 12)
1 ml Vitaminovy roztok Viz. recept

Pozn.: Upravit pfidanim (*) NaOH (3 g na 100 ml) na pH 6,6

Stopové prvky jsou pfipraveny z chemikalii uvedenych v tab. 12. Kazda chemikalie se
rozpusti v 10 ml destilované vody, poté se téchto 6 roztokii smichd a doplni destilovanou

vodou do celkového objemu 100 ml.

Tab. 12 Ptehled potitebnych chemikalii k ptipravé roztoku stopovych prvka

Mnozstvi [mg] Chemikalie
314 MnCl,.4H,0
4,5 MnSO4.H,0
1,46 COCl,.6H,0O
2,35 Na,Mo00,.2H,0
0,13 NH,VO;

0,27 Na,SeO;

Vitaminovy roztok je pfipraven rozpusSténim 10 mg thiaminu-HCl (B;) a pfidanim

1 ml B, do 80 ml destilované vody. Po promichédni roztoku se objem doplni do 100 ml.

Postup piipravy média byl nésledujici: do 950 ml destilované vody byl pfidan vzdy
1 ml zésobniho roztoku MgS04.7H,0, KCIl, NH4Cl, NaNO;, 8 — glycerofosfit, H;BOs,
Na,EDTA, FeCl;.6H,0, CaCl,, 243 mg HEPES a 1 ml roztoku stopovych prvki. Roztoky
NaNOs;, B — glycerofosfatu a CaCl, byly upraveny pfidinim NaOH na pH 6,6. Roztok byl

nakonec doplnén destilovanou vodou na kone¢ny objem 11. Pfipravené médium bylo poté
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rozlito do Erlenmayerovych ban¢k a sterilizovano v autoklavu znacky TUTTNAUER 2540
EL po dobu 20 minut pfi teploté 121°C.

Aby nedochdzelo k thynu kultur, jejich péstovani zahrnuje pravidelné pfeockovavani.
Ptiprava kultivaéniho média a pfeoCkovéni bylo provdadéno za aseptickych podminek ve
flowboxu (TESLAR, TECHNOLOGIES Min — H). Pfeockovani bylo provedeno pfiddnim
1 ml roztoku kultury do Erlenmayerovy baiiky s 500 ml Cerstvého kultivaéniho média.
Rasy MK byly inkubovény po dobu 30 dnii v kontinualnim osvétleni (15umol.m™=.s™,18 W
zétivka Philips TDL 18W/33 ) v rezimu svétlo/tma pfi teploté 24°C. Kazdé 4 dny bylo do
média pridano 1 ml roztoku Na,;Si03.5H,0.

5.1.2. Zpracovani narostlé biomasy

Biomasa byla kultivovédna celkem ve Ctyficeti 500 ml Erlenmayerovych bankéach. Po
kultivaci byla biomasa slita a déile koncentrovdna centrifugaci. Centrifugace byla
provedena pfistrojem Sigma-2-16 PK po dobu 5 minut pii teplot¢ 4 °C (rychlost:
3612 rpm) ve 4 falkonédch o objemu 50 ml. Na obr. 6 jsou fotografie biomasy ve falkondch
pred a po centrifugaci. Roztok nad biomasou byl vylit a usazené fasy na dné byly slity do

jedné nadoby.

Obr. 6 Vlevo - usazené buitky MK po centrifugaci, vpravo - suspenze pted centrifugaci

Timto postupem se pfipravil 1 1 roztoku zahusSténé biomasy, kterd byla néasledné

rozdélena na objem 250 ml a 750 ml.

5.1.3. Biosyntéza nanozlata

Do 750 ml roztoku MK pH 6,5 bylo pfiddno 7,5 ml roztoku 0,1 M zlata (HAuCly). UZ
po nékolika minutich byla pozorovdna zména zabarveni biomasy z hnédé na tmavé
fialovou. Zabarveni signalizovalo bioredukci zlatych nanocastic (viz obr. 7). Po piidavku

kyseliny chlorozlatité do roztoku MK méla suspenze zlatych nanoc¢éstic pH 3.,4.
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Obr. 7 Na fotografii vlevo se nachdzi €istd kultura MK, vpravo kultura po pfidani zlatitého

prekurzoru

5.1.4. Pouité metody charakterizace biosyntetizovanych nanoddstic

Pfipravend suspenze obsahujici nanocédstice zlata a zbytky bunck MK byla
charakterizovédna transmisni elektronovou mikroskopii (FEI Tecnai Sphera 2, urychlovaci
napéti 200 kV) na pracovisti Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Praze. Krystalicky
charakter zlatych nanocéstic byl potvrzen RTG difrakci (Bruker D8 Advance, pozicné
citivym detektorem Vantec a generdtorem Krystalloflex K780, jako zdroj rentgenového
zateni byla pouzita kobaltovd lampa CoKa A= 1,78897 A). Obsah zlatych nanocastic byl
stanoven atomovou emisni spektroskopii s indukéné vdzanym plazmatem (Ciros Vision fy
Spectro). Méfeni na RTG-difraktometru a ICP-AES byla realizovana na CNT, VSB-TUO.
Z vybranych snimkl z TEM byla stanovena velikostni distribuce nanocéstic zlata pomoci
programu JmicroVision [54]. Na kazdém snimku, zvoleném pro stanoveni velikostni

distribuce, bylo oznaceno ptes 200 nanocastic.
5.2. Aplikace bionanozlata v hydrolyze somanu a VX

Pro sledovani pribéhu hydrolytického rozkladu somanu a VX za piitomnosti suspenze
zlatych nanocdstic byla pouzita plynova chromatografie s hmotnostnim detektorem

a technikou mikroextrakce na tuhou fazi.

5.2.1. Detekce hydrolyzy somanu a VX v pFitomnosti bionanoddstic zlata

Zékladnim principem plynové chromatografie, kterd byla vyuZita pifi analyze
koncentrace somanu a VX, je odd€lovani jednotlivych plynnych slozek. Vzorek je undsen
v inertnim prostfedi mobilni faze (nosny plyn) pfes fazi stacionarni. Vzorek je postupné
staciondrni fazi zachycovan, a proto se pii pohybu jednotlivé slozky zdrzuji. Vice se zdrzi

slozky, které jsou staciondrni fazi poutdny silnéji. Tak se slozky vzorku separuji od sebe



ak detektoru se nejdiive dostdvaji ty méné zadrzované [55]. Na obr. 8 je schéma

plynového chromatografu.

vzorek vystup plynu do atmosféry
| 4 signdl detektoru
S HEO-HAEL
: \ \ N vyhodnocovaci

X detekior Taen

requla&nl
systém

\\ termaostat

tisticl zaflzeni

zdroj nasného plynu

Obr. 8 Schéma plynového chromatografu [55]

U plynové chromatografie se Casto vyuZzivd hmotnostni spektrometrie. Tato metoda
pfevadi detekované molekuly na ionty. Principem je rozliSeni iont podle pomeéru

hmotnost/ndboj (m/z) a zdznam intenzit jednotlivych iontt [55].

Doplitkkem plynové chromatografie je jedna z modifikaci extrakce, a to mikroextrakce
na tuhou fazi (Solid-Phase MicroExtraction — SPME). Kiemenné vldkno pokryté
zakotvenou fazi je ponofeno do kapalného vzorku (pfimd SPME) nebo umisténo nad nim
(nepfima SPME) do prostiedi nasyceného t€kavymi analyty (viz obr. 9). Po urcitou dobu
se necha matrice sorbovat na tuhou fazi, nasleduje analyticky stupen, vySe zminovana
plynova chromatografie. Vldkno je obvykle zasunuto v duté ocelové jehle. Vzorky byvaji
pfipraveny ve vidlkdch (lahvicky s uzavienou zatkou se septem). Vldkno se nechdva
v ddvkovacim zafizeni termicky desorbovat pii teplotich 300 °C a analyt vstoupi do

chromatografické kolony, kde je provedena separace jednotlivych slozek [55].

~))
—1]

Obr. 9 Vlevo — ptima SPME, vpravo — nepiimad SPME [56]
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Rozklad somanu a VX byl sledovdn plynovou chromatografii na pracovisti Ustavu
statni jaderné, chemické a biologické obrany (SUJICHBO v.v.i.) v Kamenné u Pfibrami.
Meéieni bylo provedeno na plynovém chromatografu (GC) Agilent 7890A, ktery mél ve
svém piisluSenstvi agititor a automaticky davkova¢ vzorkii CTC PAL Thermo

Scientific/Agilent. NiZe jsou uvedeny specifikace pfistroje:

® GC kolona: HP-5MS (5% fenyl-95% dimethylpolysiloxan)
e Parametry GC kolony:
- vnitini primér kolony: 0,25 mm
- tloustka naneseného filmu na povrchu kolony: 0,25 um
- délka kolony: 30 m
® Mobilni faze: helium
e GC teplotni program: 45 °C (1 min.) = 15 °C/min. — 80 °C (1 min.) — 25 °C/min. —
280 °C (5 min.)
e Parametry agitatoru:

- preinkubacni doba: 300 s

- preinkubacni teplota: 30 °C
- rychlost: 500 rpm

- doba extrakce: 300s

- doba desorpce: 300s

Pro mikroextrakci na tuhou féazi bylo pozito vldkno 65 pm PDMS/DVB
(polydimethylsiloxan/divinylbenzen) Stableflex Supelco.

Rozkladné produkty byly detekovany hmotnostnim detektorem Agilent 5975C inert
XL.

5.2.2. Postup testovani hydrolytického rozkladu somanu

Do lahvi¢ky s uzaviratelnym vickem se septem byly vZdy namichdny matrice, které
obsahovaly 15 ml vzorku a pfisluSné mnozstvi somanu o dané Kkoncentraci.
V experimentech hydrolyzy byly do matric divkovany dva rizné vstupni obsahy somanu:
Sul somanu o koncentraci 341 pug/ml a 1 ul somanu o koncentraci 68 ug/ml. Vzorek,
jakozto druhd slozka matrice, obsahoval 1) nanozlato biosyntetizované fasami MK,
2) kontrolni roztok s obsahem cistych MK a 3) demineralizovanou vodu (kontrolni
experiment). Celkem bylo tedy pii degradaci somanu testovdno 6 rdznych matric (viz
tab. 12) Pfiprava matric probihala v ochrannych podminkach v zabezpecené laboratofi na
pracovisti Ustavu stitni jaderné, chemické a biologické obrany (SUJICHBO v.v.i.)

v Kamenné u Ptibrami. Celkem bylo pfi degradaci somanu testovano 6 matric (tab. 12).
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Lahvicka s matrici byla postavena na stojan chromatografu, odtud byla mechanicky
pfenesena do agitdtoru, kde byla tfepana. Pfi protfepavani matrice doSlo k propichnuti
septa jehlou a k jeji sorpci na vldkno. Nésledné se celd jehla vlozila do néstfikového
prostoru chromatografu, kde doslo k desorpci matrice z vldkna. U vSech vzorkti probihalo

davkovani do kolony v hodinovych intervalech po dobu 48 hodin.

Tab. 12 Pomérové zastoupeni latek v testované matrici pro hydrolyzu somanu

Vzorek Soman
Matrice 1 15 ml suspenze MK s nanoAu 1 pl 68 pg/ml
Matrice 2 15 ml roztoku ¢ist¢ MK (kontrola) 1 pul 68 pg/ml
Matrice3 15 ml H;O (neutrdlni pH) (kontrola) 1 pl 68 pg/ml
Matrice4 15 ml suspenze MK s nanoAu Sul 341 pg/ml
Matrice 5 15 ml roztoku ¢isté MK Sul 341 pg/ml
Matrice 6 15 ml H,O (neutrdlni pH) Sul 341 pg/ml

5.2.3. Postup testovdni hydrolytického rozkladu VX

Postup testovani rozkladu VX probihal analogicky, jak bylo popsano v kapitole 5.2.2.
u testovani degradace somanu. Matrice byla vytvofena smichdnim VX o koncentraci
336 ug/ml a objemu 5 pul s 15 ml vzorku. Celkem byly pfi degradaci VX testovany
3 matrice (viz tab. 13). U vSech vzorkii probihalo ddvkovani do kolony v hodinovych
intervalech po dobu 20 hodin. Z ¢asovych divodi bylo testovani degradace VX

realizovano jen pro jednu vstupni koncentraci.

Tab. 13 Pomérové zastoupeni latek v testované matrici pro hydrolyzu VX

Vzorek VX

Matrice 7 15 ml suspenze MK s nanoAu Sul 336 pg/ml
Matrice 8 15 ml roztoku ¢isté MK (kontrola) Sul 336 pg/ml
Matrice9 15 ml H;O (neutrdlni pH) (kontrola) Sul 336 pg/ml
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6. Vysledky

6.1. Charakterizace suspenze nanoc¢astic zlata

6.1.1. Transmisni elektronovd mikroskopie (TEM)

Transmisni elektronovd mikroskopie prokdzala piitomnost zlatych nanocéstic
(obr. 10). Ty se nachdzely v roztoku, na povrchu Supin a v bunéénych zbytcich kolem
kifemicitych Supin MK. Ze snimku transmisniho elektronového mikroskopu byla

stanovena poctové vazend distribuce nanocastic zlata (viz obr. 11, 12, 13).

Obr. 10 Snimky z TEM: a) Au nanocéstice na povrchu buitky MK, b) Au nanocéstice

v buné&énych zbytcich

Nanocéstice na povrchu buné€k mély primérnou velikost 7 nm (viz histogram na
obr. 11). Zjistilo se, Ze nanocastice nachdzejici se v bunénych zbytcich dosahuji vétsi
velikosti neZ nanocdstice zlata na povrchu Supin fas. Primérnd velikost nanocdstic

v buné&énych zbytcich Cinila 14 nm (viz obr. 12).
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Obr. 11 Poctové vaZend distribuce nanocastic zlata na povrchu bunky
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Obr. 12 Poctové vaZend distribuce nanocastic zlata v bunéénych zbytcich

Dile byla vypoctena celkova poctové vdzend distribuce nanocdstic zlata v suspenzi,

ktera Cinila 10 nm (viz obr. 13).
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Obr. 13 Celkova poctove vdzend distribuce nanocéstic zlata

Déle byly vypocteny statistické hodnoty jako modus, medidn, vybérovy rozptyl,
standardni odchylka a aritmeticky primér (viz tab. 14). Modus uddvé nejvice zastoupenou
hodnotu velikosti nano¢éstic. V rozdéleni odpovidd maximu na frekvenéni kiivce. Medidn
je hodnota, kterd dé€li vzestupné sefazené velikosti nanocastic na 2 stejné¢ pocetné poloviny.

Vybérovy rozptyl udava miru siiky distribuce. Jeho odmocnénim je vypocitdna standardni

odchylka [57].

Modus byl odecten z histogramti poctové vazené distribuce nanocastic zlata. Medidn

byl vypocitan pomoci funkce MEDIAN v programu Microsoft Office Excel. Vybérovy

rozptyl byl vypocCten pomoci vztahu (1), kde ¢g,, je poctové rozd€leni Castic v i-t€

velikostni t¥d¢, d; je zvolend velikostni tfida a xa- je aritmeticky pramér [57].

ol = z%,i ’(di _;A’ )2

)
’ z qy,
Aritmeticky primér byl vypocten ze vztahu (2), kde n je pocet nanocastic a x; je
velikost i-té nanocastice [57].
- 1
Xar == %, @
ni-
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Tab. 14 Vybrané statistické hodnoty distribuce velikosti Au nanocastic

Bionanozlato Bionanozlato Bionanozlato v suspenzi

na povrchu v bunéénych

Supin zbytcich
Modus [nm] 6,00 10,00 6,00
Median [nm] 6,64 12,43 8,65
Aritmeticky primér [nm] 7,11 13,67 10,21
Vybérovy rozptyl [nm] 6,89 29,97 28,69
Standardni odchylka [nm] 2,63 5,47 5,36

6.1.2. Vysledky RTG-difrakcéni analyzy a stanoveni obsahu zlata v suspenzi
Rengenostrukturni analyzou byla potvrzena pfitomnost zlata v kubické krystalové
soustave (viz obr. 14). Projevila se pii thlu 45° 2 theta pro difraktujici krystalografickou
rovinu (111), 52° 2 theta pro rovinu (200) a 77° 2 theta pro rovinu (220). V difraktogramu
se nenalézaji piky SiO,, ktery tvoii ochranny obal bun¢k MK. To je zpusobeno jeho

amorfni strukturou.

Au(111)

|
Au (220)

E | |

Au (200)

2 Theta (%)

Obr. 14 Difraktogram potvrzujici krystalicky charakter biosyntetizovanych nanocastic

zlata
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Pro stanoveni obsahu zlata v suspensi byla pouZita atomova emisni spektroskopie

s indukéné vdzanym plazmatem (tab. 15).

Tab. 15 Vysledek stanoveni obsahu zlata v suspenzi

Vzorek Au [mg/1]
MK+Au 182 +19

6.2. Vysledky hydrolyzy somanu

Vysledky z plynové chromatografie jednozna¢n€ prokdzaly katalyticky ucinek
suspenze zlatych nanocéstic. Na obr. 15 je zndzornén pribéh degradace somanu o vstupni
koncentraci 68 pg/ml (matrice 1). Po 48 hodinovém piisobeni nanozlata doSlo ke sniZeni
obsahu somanu v matrici na 2,2 %. Na obr. 16 je pro porovndni uveden prub¢h degradace

somanu v matrici s nanozlatem, ¢istou kulturou MK a ve vode.

100
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20
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Obr. 15 Hydrolyza somanu o koncentraci 68 pg/ml a objemu 1 pl za pfitomnosti suspenze

zlatych nanocdstic (matrice 1)
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Obr. 16 Porovnani hydrolyz somanu o koncentraci 68 pg/ml a objemu 1 pl

Na obr. 17 je uveden pribéh hydrolyzy somanu o koncentraci 341 pg/ml a objemu 5 pl
katalyzované suspenzi zlatych nanocastic. Po 48 hodinovém piisobeni suspenze Au
nanocastic doslo ke sniZeni obsahu somanu z ptvodni hodnoty na 4,5 %. Jako u predeslého
testu 1 zde byla hydrolyza katalyzovand Au nanocCdsticemi porovndvdna se samotnou

hydrolyzou a hydrolyzou za pfitomnosti €isté biomasy MK (viz obr. 18).
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Obr. 17 Hydrolyza somanu o koncentraci 341 pg/ml a objemu 5 pl za ptitomnosti

suspenze zlatych nanocastic (matrice 4)

48



100 S

Obsah 0
GD [%]

0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42 45 48

Cas [hod]
=>=Matrice 4 (MKAu) =—¢=Matrice5 ((MK) =—¢=Matrice 6 (H,O0)

Obr. 18 Porovnani hydrolyz somanu o koncentraci 341 pg/ml a objemu 5 ul

V seznamu piiloh je uvedena tabulka (pfiloha A), ktera uvadi sniZujici se koncentraci
somanu v procentudlnim zastoupeni hodnot za ¢asovy interval 48 hodin pro vSechny typy
matric. Hmotnostnim detektorem byly zaznamenéany frakce, které dokazuji St€épeni P-F

vazby somanu (viz piiloha B).
6.3. Vysledky hydrolyzy VX

Vysledky z plynové chromatografie prokdzaly katalyticky ucinek Ccisté biomasy
a suspenze zlatych nanocastic. Na obr. 19 je uveden prubéh degradace VX o vstupni
koncentraci 336 pg/ml a objemu 5 pl pii katalyticky hydrolyzované suspenzi zlatych
nanocastic (matrice 7). Po 20 hodinovém plisobeni bionanozlata doslo ke sniZzeni obsahu
VX na 18,9 %. Na obr. 20 jsou uvedeny tii rizné prib&hy hydrolyzy VX za ptsobeni ¢isté
biomasy MK, suspenze se zlatymi nanocasticemi a vody. Zajimavosti je hydrolyza
katalyzovand Cistou biomasou, kterd ma lepsi degradac¢ni pribéh VX neZ hydrolyza
katalyzovana bionanozlatem. Z ptivodni hodnoty obsah VX pro matrici 8 klesl na hodnotu
4 %. V tomto grafu lze cca od 10. hodiny méfeni pozorovat lepsi vysledky degradace VX

pro matrici s obsahem bunék MK, neZ pro matrici s obsahem MK a nanozlata.

Jako produkty hydrolyzy VX byly detekovany diisopropylethyl merkaptoamin (DESH)
a disulfidy. V seznamu pftiloh je uvedena tabulka (pfiloha C), kterd uvadi sniZujici se
koncentraci VX v procentudlnim zastoupeni hodnot za Casovy interval 20 hodin pro
vSechny typy matric. Hmotnostnim detektorem byly zaznamendny frakce, které dokazuji

Stépeni P-S vazby (viz piiloha D).
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Obr. 19 Hydrolyza VX o koncentraci 336 pg/ml a objemu 5 ul za pfitomnosti suspenze

zlatych nanocéstic (matrice 7)
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Obr. 20 Porovnéni hydrolyz VX o koncentraci 336 pg/ml a objemu 5 pl

Déle byla katalyzovand hydrolyza VX porovndvana s katalyzovanou hydrolyzou
somanu. Bylo zjisténo, Ze €isté buitky MK maji lepsi degradaéni vlastnosti pti hydrolyze
VX nez pti hydrolyze somanu (obr. 21). Po 20 hodinach ptlisobeni klesl obsah VX na 4%,
na rozdil od somanu, kde kone¢ny obsah po 20 hodinich ¢inil ptes 80 %. Z obr. 21 je

zietelné, Ze konecné hodnoty se navzdjem vyrazné lisi.
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Obr. 21 Hydrolyza somanu a VX o objemech 5 ul katalyzovana ¢istou biomasou

Podobné tomu bylo také u hydrolyzy VX a somanu katalyzované suspenzi zlatych
nanoCastic (obr. 22). Procentudlni hodnoty zbytkové koncentrace obou NPL po 20

hodinédch plisobeni nanocdstic zlata se opét 1isi. U VX je to 18,9 % a u somanu 39%.
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Obr. 22 Hydrolyza somanu a VX o objemech 5 pl katalyzovdna suspenzi zlatych

nanocastic
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7. Diskuze

Biosyntézou prostiednictvim tas Mallomonas kalinae byla pripravena suspenze
obsahujici zlaté nanocéstice asociované v bunéénych zbytcich a na kiemicitych
strukturdch. Takto pfipraveny bionanomateridl byl dale testovan jako katalyzator pfi
hydrolytickém rozkladu somanu a VX. V idvodu je tfeba zdiraznit, Ze nebyl doposud
proveden Zadny experiment, ktery by testoval katalytické vlastnosti bionanomateridli
(ptipravenych pomoci biosyntézy) pii hydrolyze nervové paralytickych litek. Ostatni
studie popisuji degradacni ucinnost  nanomateridll pii rozkladu somanu a VX
piipravenych predevSim chemickou cestou. Ptikladem mohou byt aplikace
nanodisperznich  oxidli, ¢i  oxo-hydroxidi kovd, nanotubuldrnich  materidlii
a fotokatalytickych nanomateridll titanu [23, 24, 27, 28], jak bylo zminéno v teoretické

¢asti prace.

Hlavni pfednosti biosyntetizovaného nanomateriélu je jeho jednoduchd piiprava. Neni
nutno pofizovat experimentdlni zafizeni pro zaopatieni ndro¢nych podminek syntézy
nanocastic, jako jsou vysoka teplota a tlak. I doba samotné bioredukce je rychlejsi nez
v pfipadé vySe zminénych nanodisperznich kovech. Za laboratornich podminek jsou
biosyntézou nanocdstice tvoreny fadové v minutich, na rozdil od sloucenin tvofenych
homogenni hydrolyzou, které jsou poté suseny pfi vysokych teplotach (100 °C) po dobu 24
hodin [23, 38]. Dalsi vyhodou bionanomateridli muze byt stabilizace nanocastic
aukotveni na substrdt pii bioredukci v jednom kroku, na rozdil od uvedenych
nanodisperznich oxidi kovil, které se ddle ukotvuji napiiklad na slidu, kaolin nebo

kfemelinu [27, 38].

Vzhledem ktomu, Ze se jednd o prvni experiment, kde se za pomoci
biosyntetizovanych nanocastic zlata podafilo katalyzovat hydrolyzu somanu a VX, je
potieba optimalizovat degradacni Gi€innost suspenze zlatych nanocastic s ohledem na dalsi
konkrétni vyuziti takto pripraveného materidlu. Jestlize se jednd o rozsdhlé likvidovani
napfiiklad zasob bojovych latek, je potieba optimalizovat kultivaéni podminky biomasy pro
snadné ziskdni velkych objemi biomasy, a tim pro pfipravu potiebného mnoZstvi
bionanomateridlu. To miZe byt docileno v nadrzich ¢i reaktorech, které zaopatiuji riistové
podminky vodnich tas [58]. Jedna-li se ovSem o spéSné odmotieni zasazenych predmétd, je
potieba zefektivnit katalytické vlastnosti zlatych nanoc¢éstic. Zménou napft. bioreduk¢nich
podminek zlatych nanocéstic, jako je pH, teplota nebo pomér mnoZstvi biomasy

a prekurzoru kovu. Takto pfi biosyntéze mulZe byt docileno uzké distribuce velikosti
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nanocastic zlata. Katalytické vlastnosti suspenze nanocastic zlata mohou byt déle zlepSeny
pfiddnim kovt, jako je napiiklad Zelezo nebo oxid titanu [27, 38]. Hodnota pH roztoku

(matrice) muze také hrat vyznamnou roli pfi hydrolyze latek fady Gi V.

Bylo zjiSténo, Ze hydrolyza v alkalickém prostiedi rozklada soman a VX rychleji nez
v prostiedi kyselém. Obecné je samotnd hydrolyza pro VX méné¢ vhodna nez pro soman.
Z tohoto duivodu se hydrolyticky rozklad VX katalyzuje [7]. V pfipad¢ experiment
pfedstavenych v této diplomové prici se projevuje u degradace somanu a VX zejména
katalytickd aktivita nanocdstic zlata a v n€kterych ptipadech i mozZnost katalyzovat
hydrolyzu Cistou biomasou. Suspenze zlatych nanocastic je kyseld a roztok Cisté biomasy
je prakticky neutrdlni. I pfesto zde dochdzi (téméf u vSech matric) k efektivnéjSim
degrada¢nim uc¢inklim neZ u hydrolyzy s neutrdlnim pH. V pfipad¢ zvySeni pH u roztoku
Cisté MK a suspenze zlatych nanoCastic do alkalické oblasti by pravdépodobné doslo
k urychleni hydrolytického rozkladu somanu a VX. Jednou z moznosti, jak 1épe degradovat
VX, je nemodifikovat builky MK ptidavkem zlata, ale pouZzit pii hydrolyze jako
katalyzator ptimo Cistou biomasu. Zde by se pravdépodobné musela sledovat zavislost

koncentrace bun€k na déinnosti rozkladu VX.

Katalyticka aktivita zlatych nanocastic pro rozklad somanu a VX mitiZe byt podpoiena
reaktivnim specifickym povrchem nanozlata 1 kfemicitym povrchem fas. Kremicita
struktura na povrchu bun¢k muze zachytavat, ¢i sorbovat GD a VX do své struktury. Na
povrchu bunék MK mohou NPL nalézat aktivni mista, napiiklad -OH skupiny [59]. Zde
muZe dochdzet k jejich degradaci. Z reSerSe v teoretické Casti vyplynulo, Ze se enzymy
pfitomné v buiikkdch také mohou podilet na degradaci nervové paralytickych latek [18].
Vysledky degradace VX v pfitomnosti Cisté biomasy MK naznacuji, Ze k této enzymaticky

podpofené hydrolyze mize dochézet.

U matrice 2 (1ul GD o koncentraci 68 pg/ml) doslo ke katalyzované hydrolyze
somanu pomoci Cisté biomasy, na rozdil od matrice 4 (5 ul GD o koncentraci 341 pg/ml),
kde doslo k jeho inhibici. To miZe byt zpiisobeno vyssi koncentraci somanu, kdy ho buiiky
MK nedokaZzou dostatecné sorbovat a rozkladat pomoci — OH skupin. Dalsi rozdil také
nachdzime u samotné hydrolyzy somanu. SniZenim koncentrace somanu na 68 ug/ml
mohlo dojit u hydrolyzy k nadbytku vody. To znamend, Ze rovnovaha reakce mohla byt
narusena a zacala probihat ve prospéch reaktantll. V tomto piipadé muze platit Guldberg —
Waagiiv zédkon (zdkon tcinku hmotnosti). Porovndme-li vysledky testu VX za pfitomnosti

pouze Cisté kultury s vysledky testi hydrolyzy v pfitomnosti zlatych nanocastic,
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pozorujeme, Ze nanocastice zlata maji katalyticky vliv na samotnou hydrolyzu, ovSem
negativni vliv na rozklad VX za pfitomnosti MK. Srovndme-li testy VX a somanu
o priblizn¢ stejné koncentraci pti 20 hodinovém pulisobeni, zjistime, Ze pro katalyzovanou

4

hydrolyzu VX je degradace tc¢inngjsi.

Pomoci transmisniho elektronového mikroskopu a programu JMicroVision byla
sledovéana distribuce velikosti zlatych nanocastic. Byl potvrzen fakt, Ze nanocastice zlata
jsou katalyticky aktivni, a jejich katalytickd aktivita souvisi s velikosti nanoc¢éstic [41].
Pozorovéany byly rozdily ve velikosti nanocastic na povrchu fas a v bunéénych zbytcich
MK. Priimérna velikost nanocastic zlata na povrchu buné¢k MK byla 7 nm, jejich velikost v
bunécnych zbytcich byla pfiblizné¢ 2x vétsi. Rozdil ve velikosti zlatych nanoc¢éstic mize
byt zdlivodnén piitomnosti kfemicitymi struktur fas a funkénich skupin, které se nachdzeji
v blizkosti samotnych bunck, a které na svém povrchu vznikajici nanocCdstice
bezprostfedné stabilizuji. Piedpoklada se, Ze v blizkosti bun¢k nebo intracelularné dochédzi
k produkci a uvoliiovani jinych redukcénich cCinidel, které pii biosyntéze formuji mensi
nanoCastice, nez ty, které se uvoliuji extracelulirné do objemu roztoku. Navic
v pritomnosti kfemicitych struktur existuje v&tSi prostorové omezeni pro formaci
nanocastic nez v roztoku. Stfedni velikost nanoCastic biozlata, pii které bylo mozné
pozorovat katalytickou aktivitu v celém objemu testovaného vzorku, dosahovala cca

10 nm.
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8. Zavér

z w2z

V teoretické Casti price je provedena literarni reSerSe z dostupné literatury zamétena
na obecnou charakterizaci, detekci a degradaci vybranych nervové paralytickych latek.
Pozornost byla také vénovana nanomateridlim, které mohou byt v soucasné dob¢ vyuzity

pii degradaci nebezpecnych bojovych latek.

Prakticka Cast je vénovana realizaci experimentu biosyntézy zlatych nanoc¢éstic pomoci
Mallomonas kalinae. Nasledné byly pfipravené nanocastice zlata charakterizovany
transmisni elektronovou mikroskopii, RTG difrakci a atomovou emisni spektroskopii.
Prosttednictvim snimku z TEM byly vyhodnoceny poctové vdzené distribuce nanocastic
zlata. Primérnd velikost krystalickych nanocastic zlata byla cca 10 nm. Néasledn¢ byla
suspenze zlatych nanocCastic testovdna pro jejich degradacni ucinek na nervové
paralytickych latkdch somanu a VX. Degradace somanu a VX byla pozorovina plynovou

chromatografii s hmotnostnim detektorem a technikou mikroextrakce na tuhou fézi.

Sledovanim degradace nervové paralytickych latek byly prokdzany degradacni tcinky
suspenze zlatych nanocastic na soman a VX o vSech koncentracich. Katalyzovana
hydrolyza s CcCistou Mallomonas kalinae dokdzala degradovat soman o pocitecni
koncentraci 68 ug/ml a VX o koncentraci 336 ug/ml. Naopak u degradace somanu
o pocatecni koncentraci 341 pg/ml cCistd biomasa jeho rozklad nepodporovala. Suspenze
nanocastic zlata byla efektivnéjsi u hydrolyzy VX nez u rozkladu somanu u téméf stejnych
koncentraci. Zajimavosti je lepsi degradacni aktivita Cisté biomasy pfi hydrolyze VX, nez

za pritomnosti zlatych nanocastic.
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Priloha A Tabulka uvadéjici procentudlni zastoupeni klesajici koncentrace jednotlivych

katalyzatorii pfi hydrolyze somanu o objemu 1 pla 5 ul.

Cas MKAu+1pyl MK+1pl H20+1pl MKAu+5pl MK+5ul  H20+5plGD

[hod] GD [%] GD [%] GD [%] GD [%] GD [%] [%]
0 97,92 97,04 95,14 98,35 100,00 100,00
1 96,24 96,56 97,75 98,42 99,12 96,93
2 90,90 98,01 97,65 99,40 98,18 95,21
3 85,13 98,57 98,69 93,85 96,95 95,21
4 81,02 92,25 97,66 89,54 96,06 94,14
5 74,67 89,61 99,54 84,19 97,44 93,09
6 69,17 82,18 97,36 80,50 93,79 92,11
7 65,31 83,90 98,81 78,30 91,33 91,16
8 61,01 81,87 97,76 74,21 89,45 90,89
9 56,91 77,60 97,81 71,52 89,24 87,46

10 52,88 75,25 98,16 66,48 87,16 88,91
11 47,85 75,01 97,66 63,70 86,19 88,08
12 44,30 67,99 97,20 61,36 83,64 86,87
13 41,68 66,97 97,10 57,18 83,02 85,02
14 38,48 64,49 95,88 54,10 83,91 84,81
15 34,70 61,76 96,67 50,90 81,06 84,51
16 33,04 59,44 95,17 47,98 82,61 82,63
17 31,14 57,49 95,16 45,73 82,32 81,77
18 27,69 57,10 94,70 43,25 85,48 81,19
19 24,68 54,84 94,38 41,28 86,97 79,73
20 23,07 51,76 93,82 38,53 84,22 78,79
21 20,99 51,51 93,22 36,71 86,90 77,49
22 19,84 51,36 92,52 34,75 86,72 76,15
23 18,20 49,83 91,95 32,66 88,08 75,58
24 16,54 48,24 90,81 30,95 83,90 74,10
25 15,56 46,52 92,31 28,48 83,06 72,74
26 14,41 46,02 92,68 25,82 81,53 71,54
27 13,23 44,35 92,03 24,06 82,81 70,44
28 12,14 43,90 91,92 22,94 81,33 69,08
29 11,12 43,08 91,26 21,05 80,30 66,64
30 10,24 43,36 90,80 19,63 82,67 66,52
31 9,59 41,23 90,28 18,10 80,30 65,27
32 8,89 41,71 89,76 16,53 82,69 63,86
33 7,91 41,04 88,99 14,95 78,81 62,74
34 7,43 39,57 87,41 14,26 78,25 60,55
35 6,69 39,07 87,61 13,07 77,82 60,14
36 6,22 37,77 88,43 12,12 76,79 58,13
37 5,45 37,94 87.47 10,89 77,25 56,67
38 5,18 36,68 87,75 10,78 76,68 56,78
39 4,73 36,88 86,55 9,25 74,49 54,98
40 4,35 35,92 85,95 8,70 74,51 53,66
41 3,96 34,96 85,23 8,00 75,43 52,71
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Pokracovani prilohy A

42
43
44
45
46
47
48

3,62
3,34
3,01
2,81
2,64
2,38
2,15

33,41
32,98
31,78
31,42
30,57
29,72
28,89

84,32
84,10
83,30
83,44
81,61
81,51
80,90

7,23
6,87
6,22
5,78
5,20
4,88
4,46

70,74
69,92
68,82
71,71
70,11
70,79
68,64

50,64
50,33
48,25
47,82
46,92
45,73
44,71

Piiloha B Fragmenty detekované hmotnostnim detektorem, dokazujici St€peni P-F vazby

m z—

pfi degradaci somanu spolu s vystupem z hmotnostniho detektoru.
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Scan 120 (2.664 rrin): OO101001.D\data. ns
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my z—=

Scan 113 (2.601 rrin): OO101001.D\data. ns
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Priloha C Tabulka uvadéjici procentudlni zastoupeni klesajici koncentrace jednotlivych

katalyzétori pii hydrolyze VX o objemu 5 pl.

MK Au+5ul MK+5pl Voda +5 pl
Cas [hod] VX [%] VX [%] VX [%]
0 78,68 66,00 95,90
1 98,44 95,59 90,50
2 72,22 95,37 87,69
3 60,64 83,98 84,96
4 42,07 72,88 85,52
5 48,15 69,20 82,64
6 37,86 66,14 80,36
7 31,63 51,13 72,18
8 22,51 45,19 69,47
9 31,23 39,48 67,98
10 28,81 30,09 66,17
11 28,00 22,10 63,02
12 23,74 15,70 57,29
13 27,33 8,41 55,02
14 19,17 7,93 51,17
15 21,92 4,86 49,74
16 22,88 6,21 47,80
17 21,52 2,92 45,38
18 18,55 4,66 41,76
19 17,21 2,53 40,51
20 18,85 4,08 38,36
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Priloha D Fragmenty detekované hmotnostnim detektorem, dokazujici $tépeni P-S vazby

pfi degradaci VX spolu s vystupem z hmotnostniho detektoru.

Scan 1024 (8.406 rrin): OO101001.D\data. s
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Scan 1729 (14.132 rrin): OO101001.Dh\data. nrs
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m z—
Abundance

Scan 1124 (12.615 rrin): OO137037.D\data. ns
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