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Abstrakt: Ramanova spektroskopie kapkove nanasenych poviakii predstavuje
specialni metodu Ramanovy spektroskopie, ktera je zaloZzena na nakapnuti malého
objemu roztoku nebo suspenze na specialni hydrofobni substrat. Kapka na tomto
povrchu uschne, a ze vzniklého depozitu je mozné ziskat kvalitni Ramanovo
spektrum. Toho je mozné dosahnout z malého objemu kapky (nékolik ul) z vychoziho
roztoku o nizké koncentraci (uM). Hlavni naplni této prace je nalezeni detekcnich
limitu pro tuto metodu v pripadeé nekolika kontaminantu (melamin, picloram, thiram,
bentazon), a to na dvou komercnich substratech (SpectR]MTM, - MTM), na kterych
byly studovany vodni roztoky, a jednom nekomercnim, na kterém byly studovany
roztoky etanolu. Spektra ziskana ze substratu komercnich byla obecné kvalitnéjsi a
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Jjako vhodnéjsi volba diky tomu, Ze se latka na tomto substratu lépe koncentrovala.
Namérené detekcni limity byly porovnany s témi namérenymi metodou povrchové
zesilené Ramanovy spektroskopie. A¢ nebylo dosazeno stejnych limitii, vSechny

substraty ukazaly velky potencidl pro detekci nizkych koncentraci latek.
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Abstract: Drop coating deposition Raman spectroscopy is a special method of
Raman spectroscopy based on a deposition of a small volume of solution or
suspension on a special substrate with hydrophobic properties. The drop dries on
this substrate and forms a deposit from which a Raman spectrum of good quality can
be accumulated. This is possible in case of the small volume of deposited drop
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is to find the limits of this method for detection of several contaminants (melamine,
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Uvod

Hledéni jednoduché a spolehlivé detekéni metody kontaminant v okolnim
prostfedi — znecist'ujicich latek, které jsou Casto Skodlivé nebo toxické — je dillezitym
problémem, at’ uz jde o monitorovani kvality zdroju pitné vody, ¢i kontrolu
nezavadnosti konzumnich produktti. Mnoho dnes pouzivanych metod vyzaduje
zkusené¢ laboratorni pracovniky v dobie vybavenych laboratofich, coz se odrazi na
cendch potiebnych k jejich pouziti a transportu vzorkti na misto zpracovani. Tyto
faktory mohou znamenat zpozdéni reakce na piipadné zjisténi nebezpecné
kontaminace. V tomto ohledu se jevi metody vibracni spektroskopie jako idedlni
feseni. Zvlasté diky nekontaktni povaze téchto metod, jejich jednoduché ptiprave a
velmi rychlé a spolehlivé detekci pfitomnosti nezddoucich kontaminantd chemické a
mikrobidlni povahy.

Tato prace se zabyva detekci nizkych koncentraci nékolika kontaminantti
rozpusténych ve vod¢ a etanolu. K tomuto ukolu je vyuzivana Ramanova
spektroskopie, ktera umoziuje identifikovat zkoumané latky s velkou ptesnosti.
Ziskané spektrum se ¢asto prirovnava k "otisku prstu" dané latky. OvSem klasicka
Ramanova spektroskopie ma i své nevyhody, jednou z nich je nizka intenzita
ziskaného spektra.

Tento problém se dé eliminovat pouZitim riznych ptistupti, mezi které patii
naptiklad povrchem zesilend Ramanova spektroskopie — SERS (surface enhanced
Raman spectroscopy), resonanéni Ramanova spektroskopie, €1 v této praci vyuzivana
metoda kapkove nandsenych povlaki — DCDR (drop coating deposition Raman
spectroscopy). Je to metoda spocivajici v nakapnuti malého objemu studovaného
roztoku nebo suspenze na specialni hydrofobni substrat. Kapka na tomto povrchu
uschne, a ze vzniklého depozitu je mozné ziskat kvalitni (alesponl ve vétSiné pripadi)
Ramanovo spektrum.

Cilem této prace je detekovat vybrané kontaminanty a nalézt jejich detek¢ni
limity pro metodu DCDR. Vysledky budou porovnany piedevsim s metodou SERS,
kterd jiz byla ke studiu téchto latek pouzita.

M¢éfenymi kontaminanty jsou melamin, picloram, thiram a bentazon.
Melamin je organickd sloucenina, ktera slouZzi jako bilkovinova ndhrazka, zdanlivé

zvysujici obsah bilkovin v potravé. Byva do ni pfidavana nezdkonn¢. Thiram je



fungicid a picloram s bentazonem patii mezi pesticidy. Kontaminanty budou
studovany na tfech typech hydrofobnich substratli, na dvou komer¢nich a jednom
nekomer¢nim, pfipraveném na Katedfe makromolekularni fyziky MFF UK.
Ramanova spektroskopie kapkoveé nanasenych povlaka je diky svym vyhodam

rychlou a efektivni metodou k detekci téchto latek ve vode, ¢i jinych rozpoustédlech.



1. Teoreticka Cast

1.1. Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je jednou ze zakladnich metod molekularni optické
spektroskopie. Jejim vyuzitim lze ziskat informace jak o struktuie, tak i o
vlastnostech latky. V této praci byla vyuzita pro detekci malych mnozstvi
kontaminantl rozpusSténych ve vodé a etanolu.

Ramantiv jev byl poprvé pozorovan roku 1928 C. V. Ramanem [Raman,
1928]. Jiz pied timto pozorovanim byl Ramanuv efekt predpovézen teoretickymi
fyziky (Kramers, Heisenberg, Dirac, Schroedinger, Smekal), ktefi aplikovali
kvantovou mechaniku na molekuly [Lewis, Edwards, 2001].

Ramanova spektroskopie je vibra¢ni spektroskopickou technikou. Po dopadu
zaieni na studovanou latku se Cast fotonti absorbuje a ¢ast rozptyli. Elasticky rozptyl
elektront se nazyva Rayleighovym rozptylem. Jen mala ¢ast fotonl se rozptyli
neelasticky (piiblizng jeden z 10°), tento jev je oznatovan jako Ramantv rozptyl.
Neelasticky rozptyl znamena, Ze dochdzi k vyméné energie mezi dopadajicim
fotonem a molekulou, a to odpovidd zméné energie (a tedy vlnové délky) fotonu,
ktery je rozptylen. JelikoZ celkova energie je zachovana béhem procesu rozptylu,
energie, kterou ztrati, ¢i ziska foton, je rovna zmén¢ energie v molekule. Tyto zmény
energii odpovidaji prechodiim mezi energetickymi hladinami molekuly.

V piipadé, Ze se vyzaii foton s delsi vinovou délkou, dochazi ke Stokesovu
rozptylu, coz znamena, Ze molekula byla vybuzena na virtudlni energetickou hladinu
fotonem o energii £o =hw, a poté se vratila do vibracniho stavu s vyssi energii
(Evib=hwiv), nez na jaké byla pivodné. Vyzati se foton s energii E=h(vo—Wip). V
druhém ptipadé, kdy se vyzaiuje foton s mensi vinovou délkou, je molekula z
vyssiho vibrac¢niho stavu vybuzena do virtualniho stavu, a poté ptechazi zpét na
zakladni energetickou hladinu. Je vyzaren foton s energii £=A( v+ Wip). Tento druh
rozptylu nazyvame anti-Stokesiiv. Tyto druhy rozptylu a dal$i jsou schematicky
vyobrazeny na obrazku 1.1.1.

V obou piipadech musi byt splnén zakon zachovani energie:

hvyip, = hvy + (E — Ep) (1.1.1)



Ramantiv rozptyl zavisi 1 na vlnové délce budiciho fotonu. Pokud se vinova
délka excita¢niho laseru rovna energii ptechodu molekuly na vyssi excitacni hladiny
odpovidajici vyssimu elektronovému stavu, dochdzi k resonan¢nimu zesileni a

mluvime o resonan¢nim Ramanoveé rozptylu.
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Obr. 1.1.1 Energeticky diagram pro Rayleightiv a Ramantv rozptyl

Pomoci Ramanovy spektroskopie mizeme zkoumat molekularni vibrace,
které jsou demonstrovany v Ramanové spektru. Toto vibra¢ni spektrum obsahuje
informace souvisejici s chemickymi vlastnostmi latek a s konfiguraci jejich atomi a
jejich chemickych vazeb. Spektrum se obvykle vyobrazuje jako zavislost intenzity
signalu Ramanova rozptylu na Ramanové posunu, ktery je zaveden pomoci vinoctu ¥
s jednotkami cm™', coZ je absolutni hodnota rozdilu vinoétu dopadajiciho a
rozptyleného zareni.

=1/ (1.1.2)

K potlaceni Sumu pti meéfeni Ramanova spektra se vyuziva metody

akumulace spekter, kdy se spektra ziskana ze stejného bodu postupné praméruji. Po

N opakovanich se troveti sumu snizuje v/ N-krat [Prosser et al., 1989].



1.2 Vibrace molekul

Molekulu si mtizeme piedstavit jako soubor atomil pospojovanych pomoci
pruznych vazeb. Tento systém umoznuje vznik vibra¢niho pohybu, tedy vzajemného
pohybu jader atomti tvoficich molekulu. Vysledné relativni pohyby atomt v
molekule jsou superpozici normdlnich vibraci (mo6dt), kdy vSechny atomy vibruji se
stejnou fazi a normalni frekvenci. Jejich amplitudy jsou dany normalnimi
soufadnicemi.

Pocet normalnich vibraci je dany po¢tem atomii v molekule. Pro » atomti ma
molekula 37 stupiiii volnosti; 3 reprezentuji transla¢ni pohyb a dalsi 3 zase pohyb
rotacni. Pro pohyb vibra¢ni zbyva 3n — 6 vibracnich stupiiti volnosti, coz je i pocet
normdalnich moéda molekuly [Schrader, Bougeard, 1995].

Tvar vyslednych vibracnich spekter ovliviiuje nékolik faktort, naptiklad
hmotnosti vibrujicich atomtl, sily chemickych vazeb mezi nimi, geometrické
usporddani atomti v molekule a jeji symetrie. Pti analyze téchto spekter je
molekulu. Tyto pasy odpovidaji vibracnim pohybtm urcitych skupin atomt v
molekule [Schrader, Bougeard,1995].

Vibrace v molekuléch se daji rozdélit na dvé zakladni skupiny pohybt. Prvni
skupinou jsou ty pohyby, pti kterych se méni tthel mezi vazbami atomu (deformacni,
torzni), druhou skupinou jsou pohyby, kdy se méni délka téchto vazeb (valencni).
Vibrace valen¢ni byvaji az o tfi fady siln¢jsi nez vibrace deformacni. Ptiklady

nékterych pohybt jsou vidét na obrazku 1.2.1.
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Obr. 1.2.1 Priklady vibraci tfiatomové lomené molekuly, a) valencni
symetricka (symmetric stretch), b) valencni antisymetrickd (anti-symmetric
stretch), ¢) deformacni nlizkova (scissoring bend), d) deformacni kyvava
(rocking bend), e) deformacni v&jifova (wagging bend), f) deformacni kroutiva
(twisting bend)

1.3 Metoda kapkové nanaSenych povlaki (DCDR)

Podstata metody DCDR spociva v nanasSeni kapek roztoku nebo suspenze
(obvykle o objemu né¢kolik mikrolitrii) na hydrofobni povrch — substrat. Ten se
vyznacuje malou smacivosti pro nanesenou kapku a je charakterizovan kontaktnim
uhlem (schematicky zobrazen na obrazku 1.3.1) vétsim nez 90°. Povrchy s
kontaktnim thlem vét§im nez 150° jsou oznacovany jako superhydrofobni a kontakt
kapky s povrchem je v tomto pfipadé minimalni. Naopak substraty s kontaktnim
uhlem men8im nez 90° se vyznacuji velkou smacivosti a kapka se substratu dotyka

velkou plochou.

a b C

Obr. 1.3.1 Riizné kontaktni tthly: a) hydrofilni substrat (<90°), b) hydrofobni
substrat (>90°), ¢) superhydrofobni substrat (>150°)



Pro metodu DCDR je potieba hydrofobni nebo superhydrofobni substrat. Ten
by nemél vykazovat silné Ramanovo spektrum, mél by byt siln€ opticky odrazivy s
nizkou optickou absorbanci a byt chemicky a teplotné odolny. Pokud jsou tyto
podminky splnény, je mozné po naneseni kapky a jejim nasledném vyschnuti ziskat
koncentrovany vzorek, bud’ vyschly s efektem "kavového krouzku" (princip
zobrazen na obrazku 1.3.2), ktery je popséan dale, nebo v obecném tvaru malého
flicku, a z né€j lze naméfit kvalitni Ramanovo spektrum. Toho vSeho je mozné
dosahnout z malého objemu kapky, tedy Casto i z velmi zfedéného roztoku [Zhang et
al., 2003].

Vypatovani kapky probiha nejdiive tak, Ze se méni jeji kontaktni uhel s
podlozkou, neméni se vSak jeji sty¢na plocha. Teprve po dosazeni kritické hodnoty

kontaktniho tihlu se sty¢na plocha zacne zmensovat [Hu, Larson, 2002].

Obr. 1.3.2 Princip vysychani s efektem ,,kdvového krouzku®, ptevzato z
[Deegan at al., 1997]

Vysychani kapky ovliviluje i tzv. Marangoniho proud, coZz je vnitini
cirkula¢ni proud na povrchu kapky. Jde o pohyb kapaliny podél rozhrani mezi misty
s riznym mezifazovym napétim. Tento efekt je zpiisoben nerovnomérnou teplotou
kapky. JelikoZ se kapalina na vrcholu kapky vypatuje rychleji neZ na okrajich, je zde
teplota nizsi, tedy je zde i1 vyssi povrchové napéti. Vznika tedy proudéni kapaliny od
okraju kapky (s niz§im povrchovym napétim) do jejiho vrcholu, kde je povrchové

napéti vyssi. Jelikoz je ale sty¢na plocha kapky stéle stejnd, musi probihat i proudéni



opac¢nym smeérem, takto vnika v kapce cirkulaéni Marangoniho proud [Hu, Larson,
2006].

V roztocich vody je tento efekt potlacen, nebot’ voda je snadno
kontaminovéana povrchové aktivnimi latkami, které Marangoniho proud oslabi.
Protoze se sty¢na plocha kapky vodného roztoku nezmensuje, proudi do jejich
okrajovych c¢asti kapalina z vnittku kapky. Tento proud s sebou nese i rozptylené
¢astice rozpusténé latky, které se pak na okrajich kapky usazuji. Tomuto se fika efekt
"kavového krouzku" [Deegan et al., 1997].

Proudéni v kapce pii procesu vysychani 1ze podle zakladni prace skupiny R.
D. Deegana [Deegan et al., 1997] vysvétlit v souvislosti s nasycenim okoli dané
vodni kapky vodni parou. Je mozné piedpokladat, ze v nejbliz§im okoli kapky bude
nasycenost popsana pomoci funkce @(r), ktera spliuje V2®(r) = 0. V nekone¢nu pak
predpokladejme koncentraci @, a na povrchu kapky koncentraci @;. Tok vyparovani

kapaliny v kapce je pak dany vztahem:
J(r) = —=DV& (1.3.1)

Kde D je difuzivita vodni pary ve vzduchu. Tento problém se da fesit s
vyuzitim elektrostatiky. Kapka ptedstavuje vodi€ a funkce &(r) elektrostaticky
potencial. ProtozZe je kontaktni thel kapky s podlozkou 6, maly, vychézi tok

divergentné.

n—20,
Jr) = (R - T)_((Z—”—Zzgc)) (1.3.2)

V tomto vztahu R znaci polomér kapky a r vzdalenost od jejiho stfedu. Vyraz
v exponentu se pro zmensujici kontaktni tihel ptiblizuje k 1/2. Tok vypatfovani

tekutiny je tedy umérny:

Jr) = (R - r)-% (1.3.3)

Kapalina, ktera se vypafi, je tedy nahrazovana kapalinou ze stfedu kapky
rychlosti pfimo imérnou toku J(7) a na okraji pak vznika krouzek usazené¢ho vzorku,
ktery sem tento proud kapaliny odnese.

Za danych podminek je tedy mozny vznik koncentrované vrstvy

rozpusténého kontaminantu na okraji vyschlé kapky. Pokud je substrat silné



hydrofobni, tedy kontaktni tthel s kapalinou je mnohem vyssi nez 90°, je také mozné,

zZe se rozpusténa latka bude koncentrovat ptimo ve stiedu kapky.

1.3.1 Vyuziti DCDR

K prvnim, ktefi DCDR metodu aplikovali, pfedev§im na biomolekuly a
biologicky vyznamné molekuly, patii skupina D. Ben-Amotze [Zhang et al., 2000;
Zhang et al., 2003]. Autofi zkoumali hlavné zdkladni vlastnosti a limity této metody.
Spektra glukozy, fruktozy a lysozymu ziskana pomoci DCDR porovnavali se spektry
ziskanymi jinymi metodami (napf. metodou resonanéni Ramanovy spektroskopie).

Y. Xie a kol. [Xie et al., 2004] demonstrovali pomoci DCDR spektroskopické
zmény indukované fosforylaci tyrosinu v peptidech. Zhang a kol. [Zhang et al.,
2005] dale zkoumali fosforylaci na peptidu, jehoz sekvence je odvozena ze sekvence
proteinu tyrosin kindza. P. Cipriani a D. Ben-Amotz [Cipriani, Ben-Amotz, 2005]
zméftili rizné koncentrace (1 mM — 1 uM) roztokt t¥i molekul skupiny taxant.
Srovnali tato spektra se spektry pevnych latek a interpretovali jednotlivé spektralni
pasy. Spektra také porovnali s kvantové-mechanickym vypoctem energetickych
hladin danych molekul. Vypoctena spektra velmi dobte odpovidala tém naméfenym.

C. Ortiz a kol. [Ortiz et al., 2006] zkoumali zménu, respektive stalost vzorku
lysozymu pfi dlouhodobém osviceni laserovym svazkem. Zadné vyrazné zmény po
hodinovém méteni spektrum vzorku ovSem nevykazovalo.

Zajimavym vyuzitim DCDR je napiiklad analyza lidskych slz, kterou
provedli J. Filik a N. Stone [Filik, Stone, 2008]. Od tfi dobrovolnikti odebrali vzorky
slz produkovanych za rtiznych podminek. A€ signaly byly slabé, byla detekovana
pritomnost proteinti a mo¢oviny ve vsech vzorcich.

N. C. Dingari a kol. [Dingari et al., 2012] ve své praci vyuzili metodu DCDR
k detekci glykace albuminu. Glykovany albumin je dilezitym markerem pro zjisténi
hrozby onemocnéni diabetes v lidském organismu.

Metodou DCDR pouzitou ke studiu biomolekul a biologicky vyznamnych
molekul se zabyvaji i clenové Oddéleni fyziky biomolekul, MFF UK. V. Kopecky Jr.
a V. Baumruk se ve své praci [Kopecky, Baumruk, 2006] zamé¢tili na zkoumani
struktur vytvotenych po vyschnuti roztoku albuminu.

Utinnost DCDR pi#i zkoumani liposomii, kulovych lipidovych struktur,
ukazali E. KociSova a M. Prochazka [KociSova, Prochazka, 2011]. V jejich praci byli

schopni detekovat Ramanova spektra liposomu pii koncentracich o dva tady nizsich,



nez bylo mozné s vyuzitim konven¢ni Ramanovy spektroskopie. Navic, pii
vysychani nanesené kapky dochdzelo k separaci lipidi a fosfatového pufru.

V préci J. Klenera a kol. [Klener et al., 2014] se autofi zam¢fili na analyzu
mozkomisniho moku pomoci DCDR spektroskopie. Cilem prace bylo zjistit, jak
dlouho ziistava vzorek mozkomisniho moku stabilni, a jak ho ovlivni opakované
zmrazeni.

E. KociSova a M. Prochéazka byli ve své praci [KociSova, Prochazka, 2015]
schopni detekovat porfyriny (organické cyklické slouceniny) pti koncentracich
srovnatelnych ¢i nizsich, nez bylo mozné s pouzitim metody povrchove zesilené
Ramanovy spektroskopie (SERS).

T. Pazderka a V. Kopecky Jr. ve své praci [Pazderka, Kopecky Jr., 2015]
studovali rozdily ve spektrech proteinogennich aminokyselin v ptipadech, kdy byly
tyto latky ve své krystalové formée, ve skelné fazi, ¢i rozpusténé ve vodném roztoku.

E. KociSovéa a M. Prochézka v roce 2018 ve své praci zkoumali detekéni
limity dipikolinové kyseliny, coz je biologicky marker pro bakterii Bacillus
anthracis, puvodce onemocnéni antrax [KociSova, Prochazka, 2018].

Limity metody DCDR pfi detekci kyseliny acetylsalicylové (aspirin),
riboflavinu (vitamin B2) a methylenové modii zkoumali E. Koc¢iSova, S. Sayedova a

M. Prochazka v roce 2020 [KociSova, Sayedova a Prochazka, 2020].
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Spektrometr

K meéfteni byl vyuzivan integrovany Ramantiv systém HR800 od spole¢nosti
Horiba Jobin Yvon. Mikroskop je zde konfokaln¢ spojeny se spektrografem, coz
umoznuje potlaceni signalti mimo rovinu zaostfeni. Timto se maximalizuje kvalita
ziskanych dat.

K excitaci byl pouzit helium-neonovy laser o vinové délce 632,917 nm a
vykonu 20 mW. K upravé intensity svazku lze vyuzit neutralni filtry o optické
hustoté€ 0,3, 0,6, 1, 2, 3 a 4. Ramantv signal sbira objektiv a vraci se stejnou drahou
jako pfichozi paprsek. Zateni vzniklé Rayleighovym rozptylem je odrazeno

hranovym filtrem. Draha laserového svazku je zndzornéna na obrazku 2.1.1 .

|

[ konfokalni
I Stérbina
|

I
Stérbina X
< hranovy filtr

1 smér k objektivu

Obr. 2.1.1 Schéma integrovaného Ramanova syst¢ému HR800
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2.1.1 Nastaveni aparatury

K pozorovani vyschlych kapek roztokti byly vyuzity objektivy zvétsujici 5X,
10x a 50%. Spektra byla sbirdna pomoci objektivu 50X ULWD (ultra long working
distance — objektiv s prodlouzenou pracovni vzdélenosti, tedy s prodlouzenou
ohniskovou vzdalenosti). Konfokalni Stérbina byla oteviena na primér 400 pm,
akumulace spekter byla pro kazdé méteni nastavena na 1X60 s. Filtr optické hustoty

byl nastaven na 0,3, coz odpovida konecnému vykonu 3 mW.

2.2 Pouzité substraty

K méfeni DCDR spekter je potfeba vhodny hydrofobni substrat. Takovyto
substrat podporuje zakoncentrovani rozpusténé latky. Také je potfeba, aby nemé¢l
vyrazné pozadi v métenych spektrech. K méteni vySe uvedenych vzorki byly
pouzity tfi rizné substraty, dva komercni a jeden nekomer¢ni. Pro méfeni
kontaminanti rozpusténych ve vodé byly pouZity substraty SpectRIM™ od firmy
Tienta Sciences (firma jiz v sou¢asnosti neexistuje) a p-RIM™ od firmy BioTools
[BioTools]. Pro méfeni kontaminantli rozpusténych v etanolu byl pouzit nekomercni
substrat pfipraveny na Katedfe makromolekularni fyziky MFF UK. Kazda latka byla

méfena na vSech tfech substratech.

2.2.1 SpectRIM™

Tento substrat od firmy Tienta Sciences se sklada z plastové podlozky, na
které je ptipevneny plat z leSténé nerezové ocele, oboji je videt na obrazku 2.2.1. Plat
je pokryt tenkou vrstvou teflonu (<50 nm). Kontaktni thel pro vodu byl ur¢en na
122° [Tienta Sciences, 2003]. Substrat neprodukuje zadné nezddouci viditelné

pozadi. V roce 2020 uz ovSem neni ve vyrobe¢.

TIEWT A
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Obr. 2.2.1 Substrat SpectRIM™
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222 u-RIM™

Tento substrat od firmy BioTools se sklada z plastové podlozky, na niz je
pripevnény platek z lesténé nerezové ocele s hydrofobnimi vlastnostmi, které
bohuzel nejsou v pfilozeném manualu blize specifikovany [pu-RIM user manual].
Kontaktni thel pro vodu je 96° [BioTools, 2015]. Substrat neprodukuje zadné

nezadouci viditelné spektralni pozadi. Cela desticka je na obrazku 2.2.2.

.
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Obr. 2.2.2 Substrat p-RIM™

2.2.3 Nekomer¢ni substrat

Tento substrat byl ptipraven na Katedie makromolekularni fyziky MFF UK
(doc. RNDr. O. Kylian Ph.D.). Jeho povrch tvoii tenkd deponovana vrstva
polytetrafluéretylénu (40 nm) nanesena pomoci RF magnetronového naprasovani z
teflonového terce v argonové atmosféie na kiemikovém platku. Kontaktni thel pro
vodu je 110°, pro etanol 36°. Na tomto substratu je pfipevnéna jesté plastova maska s
"jamkami" — Grace Bio-Labs CultureWell™ chambered coverglass pofizena od
firmy Grace Bio-Labs. Tyto jamky tvoii hranice pro nakapnuti vzorku smacivych
kapalin, naptiklad vzorki etanolovych roztokil. Prave ke studiu kontaminantii
rozpus$ténych v etanolu byl substrat v této praci pouzit. Nevyhodou tohoto substratu

je pozadi v podob¢ silného Ramanova signalu kifemiku. Substrat s maskou je vidét na

obrazku 2.2.3.

Obr. 2.2.3 Nekomercni substrat pfipraven na Katedre
makromolekularni fyziky MFF UK
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2.3 Pouzité kontaminanty

2.3.1 Melamin

Melamin (1,3,5-triazin-2,4,6-triamin — C3H¢Ns, viz obr. 2.3.1) je organicka
latka s velkym podilem dusiku (67% na jednotku hmotnosti), vyuzivana jako soucast
lepidel a plastli. Mimo toto vyuziti je zndma jako ilegalni ptidavek do
potravinaiskych produktli za G€elem zdanlivého zvySeni mnozstvi proteinové slozky,
nebot’ pfitomnost proteint se obvykle detekuje analyzovanim dusi¢né slozky.

Pti kontaktu s kiizi ma melamin drazdivy ac¢inek. Pfi konzumaci zatézuje
ledviny a je spojen s tvorbou ledvinovych kamenti. Dlouhodob4 konzumace
melaminu mtze vést k poruse reprodukéniho systému, mocovych cest, ¢i dokonce k
rakoviné mocového méchyte [Skinner, 2010].

V roce 2008 doslo v Cinské lidové republice k jedné z nejmasovéjsich
détskych otrav v historii lidstva, a to prave kviili melaminu, ktery ¢insti producenti
ptidavali do zfedéného mléka. Z ptiblizn€ 300 000 obéti otravy bylo témét 53 000
déti hospitalizovano a 6 zemielo [McDonald, 2008].

Pfi testovani na krysach byla hodnota LDsy (smrtelné davka pro 50%
testovanych zvitat) pfi ordlnim podani rovna 3161 mg/kg télesné hmotnosti [World

Health Organization].

NH,

N~ SN

|
N)\N/)\NHZ

Obr. 2.3.1 Strukturni vzorec melaminu

H,

2.3.2 Picloram
Picloram (4-amino-3,5,6-trichlorpyridin-2-karboxylova kyselina —
CsH3Cl13N,0,, viz obr. 2.3.2) je herbicid vyuzivany proti dfevindm a nékterym

travindm. Picloram je stfedné toxicky pfi kontaktu s o€ima a mirné toxicky v piipade
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kontaktu s kiizi. ACkoliv nema tendence se akumulovat ve vodnim prostiedi, byl jiz
detekovén v podzemnich vodach.

Ptipadt intoxikace picloramem u ¢lovéka je velice malo. Pti testovani na
krysach byla hodnota LDsy rovna 8900 mg/kg télesné hmotnosti, u kraliki to bylo
mezi 2,000 — 3,500 mg/kg, v obou piipadech se data métila pfi pfimém oralnim
podani. Pfi méfeni toxicity picloramu v ptipad¢ vdechnuti nebyly ve zkoumané
skupiné krys pozorovany zadné nezadouci efekty [Extoxnet, 1993al].

Dle vyhlasky ¢.232/2004 Sb. a World Health Organization je pro ¢lovéka
piijatelna denni davka picloramu 0,2 mg/kg télesné hmotnosti a dle vyhlasky MZP
(Ministerstvo Zivotniho prostiedi) a MZE (Ministerstvo zemédélstvi) Ceské
republiky 5/2011 je v Ceské republice limitni koncentrace picloramu v podzemni

vodé 0,1 pg/l [CHMU].

O

Cl _N
I ToH
c "¢

NH,

Obr. 2.3.2 Strukturni vzorec picloramu

2.3.3 Thiram
Thiram (tetramethylthiuramdisulfid — C¢H1,N2S4, viz obr. 2.3.3) je fungicid,

ktery je zaroven pouzivan jako zvifeci repelent k ochran¢ ovocnych stromt. Byl
vyuzivan také pro 1é¢bu svrabu nebo v opalovacich krémech. Neni pfedpokladano, ze
by thiram mé¢l schopnost kontaminovat podzemni vodu [Howard, Michalenko, 1991].
Thiram je stfedné toxicky v ptipadé poziti, ale vysoce toxicky v ptipad¢ vdechnuti.
Muze zptsobovat bolesti hlavy, unavu, malatnost a zalude¢ni potize [Hayes, Laws,
1991].

Pfi ordlnim podani thiramu krysam je hodnota LDsy mezi 560 — 1000 mg/kg
télesné hmotnosti, u kralikii dokonce jen 210 mg/kg. Tento kontaminant je tedy
mnohem vice toxicky nez predchozi dva. Pfi méfeni toxicity thiramu v pfipadu

vdechnuti byla hodnota LCs, (smrtelna koncentrace chemikalie ve vzduchu/vod¢ pro
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50% testovanych zvifat) po 4 hodinach 500 mg/cm’, koncentrace 1500 mg/cm’ nebo
vy$si je bezprostiednim ohroZenim Zivota pro pfitomné organismy [Extoxnet,
1993b].

Dle vyhlasky €.232/2004 Sb. a World Health Organization je pro clovéka
pfijatelna denni davka thiramu 0,01 mg/kg télesné hmotnosti [CHMUT].

HsC S-S CHs

N

\
S’ CHs
Obr. 2.3.3 Strukturni vzorec thiramu

2.3.4 Bentazon

Bentazon (3-isopropyl-1H-2,1,3- benzothiadiazin-4(3H)-on- 2,2-dioxid —
Ci0H12N2038, viz obr. 2.3.4) je selektivni herbicid vyuzivany jako postfik na
kukufici, hrach, ryzi a mnoho dal$ich plodin. Je relativné nebezpe¢nym
kontaminantem podzemnich vod [California EPA, 1999]. Pti pfimém kontaktu
bentazon drazdi o€i a dychaci Gstroji, poziti mize zpusobit prijmy, malatnost,
zvraceni a ztizené dychani.

Pfi testovani na krysach se hodnota LDs pii ordlnim podéani pohybovala mezi
1100 — 2063 mg/kg télesné hmotnosti. Maximalni denni davka podle EPA (United
States Environmental Protection Agency) je 20 ug/l [Extoxnet, 1993c].

Dle vyhlasky ¢.232/2004 Sb. a World Health Organization je pro ¢lovéka
pfijatelna denni davka bentazonu 0,1 mg/kg télesné hmotnosti a dle vyhlasky MZP a
MZE 5/2011 v Ceské republice je limitni koncentrace bentazonu v podzemni vodé
0,1 g/l a dle natizeni vlady Ceské republiky 401/2016 je limitni koncentrace
bentazonu v povrchové vodé 4,5 pg/l [CHMU].
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Obr. 2.3.4 Strukturni vzorec bentazonu

2.3.5 Ptiprava roztokli a méteni spekter kontaminanti

Studované latky ve formé prasSku byly zakoupeny s nejvyssi dostupnou
¢istotou. Melamin (kat. ¢. M2659) a thiram (kat. ¢. 43966) byly zakoupeny od firmy
Sigma-Aldrich Chemistry s ¢istotou 99%. Picloram (kat. ¢. 36774) s Cistotou 99,6%
a bentazon (kat. ¢. 32052) s ¢istotou 99,9% pochdzi od firmy FLUKA.

Pro vSechny studované kontaminanty byla zmétena Ramanova spektra
z prasku. Tato spektra slouZila jako reference. PraSek byl nanesen na sklenénou
desticku, a poté z néj byla zmétena dve spektra.

Pti ptiprave zakladnich vodnych roztokii se vychazelo z informaci z literatury
[Yalkowski et al., 2003]. Cilem bylo, aby se zakladni roztok koncentraci co nejvice
blizil maximalni rozpustnosti latky v daném rozpoustédle.

Hodnoty maximalni rozpustnosti latek ve vodé ziskané z prace Yalkowského
a kol. [Yalkowski et al., 2003] jsou nasledujici; melamin (pii 20°C) 2,69 mg/ml
(21,35 mM), picloram (pfi 20°C) 0,55 mg/ml (2,28 mM), thiram (pii pokojové
teplot¢) 0,03 mg/ml (0,12 mM) a bentazon (pti 20°C) 0,5 mg/ml (2,08 mM). Latky
byly rozpoustény v neionizované vodé (Millipore-Q, 18 MQ).

Ptipravené vodni roztoky byly studovany, a to tak, ze na kazdy ze dvou
komerénich substrati byly nakapnuty dvé kapky o objemu 2 pl. Nasledné byl
substrat s kapkami zakryt Petriho miskou, aby se zamezilo kontaminaci vzorkd
prachem. Po vyschnuti, které¢ trvalo mezi 40 — 60 minutami, byly substraty odkryty a
pieneseny do laboratofe ke studiu, tedy pozorovani tvaru a formy vyschlé kapky a
akumulaci Ramanovych spekter. Na kazdé vyschlé kapce byla provedena minimalné
tf1 méfeni.

Po zméteni byla odebrana cast zékladniho roztoku. Tato ¢ast byla nasledné

zfedéna. Opét nasledovalo nakapani kapky, a po jejim vysuSeni pozorovani a méteni

17



Ramanova spektra. Tento postup byl opakovan az po koncentraci, kdy uz latku
nebylo mozné detekovat. Na zakladé toho byla urcéena limitni koncentrace, jako

Zékladni roztok melaminu byl namichan s koncentraci 2 mg/ml (15,86 mM) a
dale fedén 10x, 100x, 500% a 2500X.

Zékladni roztok picloramu byl namichéan s koncentraci 0,5 mg/ml (2,07 mM).
Dale byl fedén 50x a 100X.

Thiram ma ve vodé velmi nizkou rozpustnost a navazit jeho presné mnozstvi
k ptipravé zékladniho roztoku nebylo v laboratofi mozné. Byl tedy vytvoten roztok
s vy$s$i koncentraci (0,06 mg/ml), ktery byl nasledné odstiedén. Po odstfedéni byla
odebrana horni ¢ast roztoku bez sedimentu, kde se nachazel pln€ rozpuStény thiram.
Tato cast roztoku byla odebrana pipetou a povazovana za roztok zékladni
s koncentraci 0,03 mg/ml, ktera dle literatury odpovidala maximalni mozné
rozpustnosti. Déle byl pak fedén 50%x a 100X.

Zakladni roztok bentazonu byl namichéan s koncentraci 0,5 mg/ml (2,08 mM)
a dale fedén 50x a 100X.

Podobné se postupovalo i pii méfeni kontaminantti rozpusténych v etanolu
(etanol pro spektroskopické ucely — absolutni pro UV zakoupen od firmy Penta s kat.
¢. 71250-11001), informace o maximalnich rozpustnostech byly ¢erpany z nékolika
ruznych zdroji a cilem bylo opé&t ptibliZit se pii piipravé roztoku maximalni mozné
koncentraci. Hodnoty maximalni rozpustnosti latek v etanolu jsou nasledujici;
melamin 0,6 mg/ml (4,76 mM) [Europen chemicals agency], picloram 10,5 mg/ml
(43,49 mM) [O’Malley, 2010], thiram <10mg/ml (<41,58 mM) [Tomlin, 2003] a
bentazon 0,68g/ml (2,8 M) [Extoxnet, 1993c].

Etanolové roztoky studovanych latek byly nakapavéany do "jamek"
nekomercniho povrchu. Nanesena byla vzdy jen jedna kapka dané koncentrace
roztoku o objemu 1pul, ktery odpovidal objemu jamky. Schnuti kapky obvykle
trvalo10 — 15 minut.

Pii piipravé zékladniho roztoku melaminu nebylo mozné pii koncentraci
odpovidajici dle literatury hodnoté maximalni rozpustnosti melamin uspésné
rozpustit. Po ptidavani vétsiho mnozstvi etanolu bylo dosahnuto zdénlivého

rozpus$téni melaminu pii koncentraci 0,3 mg/ml (2,38 mM).
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Zékladni roztok picloramu byl namichéan s koncentraci odpovidajici
maximalni rozpustnosti, tedy 10,5 mg/ml (43,49 mM).

Pti vytvateni zékladniho roztoku thiramu byl nejdiive namichan roztok s
koncentraci 9 mg/ml (37,4 mM), ktery byl dale fedén dokud se latka nejevila jako
rozpusténa. To nastalo pii koncentraci 1,5 mg/ml (resp. 6,24 mM). Tento roztok byl
dale fedén 50x a 100X.

Zékladni roztok bentazonu byl namichan s koncentraci odpovidajici
maximalni rozpustnosti, tedy 0,68 g/ml (2,8 M). Tento roztok byl nadale fedén 50X,
100x, 500x a 1000x.
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3 Vysledky méreni

3.1 Melamin

Rozpustnost melaminu ve vodé (2,69 mg/ml) je ve srovnani s rozpustnosti v
etanolu (0,6 mg/ml) vyssi. Navic, rozpustit tuto latku v etanolu nebylo mozné pro
koncentraci literaturou uvadénou. Proto byl pii studiu diraz kladen na pozorovani
vyschlych kapek z vodného roztoku a méteni na substratech SpectRIM™ a pi-

RIM™,

3.1.1 Melamin na substratu SpectRIM ™
Pozorovani vyschlych kapek vychéazelo ze zdkladni koncentrace 2 mg/ml

(15,86 mM). Melamin na substratu tvofil krystalky, které jsou vidét na nasledujicim

obrazku 3.1.1.

Obr. 3.1.1 Vyschla kapka melaminu o koncentraci 15,86 mM na substratu
SpectRIM™ (vlevo), detail krystalu (vpravo)

Témér vSechna latka tedy byla koncentrovana na plose o prumeéru ptiblizné
0,6 mm v krystalcich o délkach 50 pm — 100 pm. Pfi fedéni na koncentraci 1,59 mM
se pii schnuti stale tvotily krystaly, tentokrat vSak byl jejich tvar odliSny. Krystaly
byly podlouhlé a v§echna latka se nachazela v kruhu o primeéru ptiblizné 0,5 mm
(viz obr. 3.1.2 a).

Stejné to bylo 1 pii dal§im natedéni na 0,16 mM (viz obr. 3.1.2 b), ovSem
vzniklé krystaly byly mnohem mensi. Mensi byl i primér kruhu, ve kterém se latka
nachazela, ten byl téméft polovicni. Pfi nasledujicich fedéni se jiz netvofily ani

krystalky, ani "kavovy krouzek", latka se rozprostiela po velké plose a jeji shluky
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vznikaly spiSe ndhodné. To, jak se se snizovanim koncentrace ménil vyschly vzorek

je vidét na obrazku 3.1.2.

0,1 mm

Obr. 3.1.2 Vyschlé kapky melaminu na substratu SpectRIM™ a)
koncentrace 1,59 mM; b) koncentrace 0,16 mM; ¢) koncentrace 31,7 uM;
d) koncentrace 6,34 uM

Co se tyce spektra, latka byla identifikovana zejména diky charakteristickému
pésu na pozici 676 cm™ (ring breathing vibration) a také diky menimu pasu na
pozici 984 cm™ (skeletal vibraton) [Sawodny et al., 1966]. Tyto, ale i dal3i pasy, byly
velmi dobfe vidét jiz ve spektru ziskaném z praSku melaminu.

Spektrum ziskané z velkych krystal vzniklych ve vyschlé kapce zakladniho
roztoku bylo téméf nerozeznatelné od spektra praSkového. Pti ziedéni na koncentraci
1,59 mM byly pasy na pozicich 676 cm™ a 984 cm™ stale velmi dobfe pozorovatelné.
Stejné kvalitni spektrum bylo ziskano i1 z vyschlé kapky z roztoku o koncentraci 0,16
mM.
spektra, po zméieni jednoho z viditelnych shluki materialu bylo ziskano spektrum s
charakteristickym pasem na pozici 676 cm™, které potvrzovalo, Ze jde o melamin. Z

vyschlé kapky roztoku s koncentraci 6,34 pM bylo mozné ziskat jen jedno relativné
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kvalitni spektrum poukazujici na pfitomnost melaminu, poté bylo méfeni na tomto

substratu ukonceno. Porovnani spekter je na obrazku 3.1.3.
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Obr. 3.1.3 Porovnani spekter z vyschlych kapek melaminu na substratu
SpectRIM™ : a) prasek, vychozi vodni roztoky o koncentraci b) 15,86 mM, c)
1,59 mM, d) 0,16 mM, e) 31,7 uM, f) 6,34 uM

3.1.2 Melamin na substratu p-RIM™

Na substratu p-RIM™ se melamin choval podobné. Pii vyschnuti kapky
zakladniho roztoku vznikly podobné krystaly, ov§em byly rozprostfeny na plose s
pramérem piiblizné 1 mm, coz je mnohokrat vétsi plocha nez na prvnim substratu.

Pti fedéni na 1,59 mM byla vidét linie tvaru krouzku, a v ni se nachazelo
n¢kolik podlouhlych krystalt, které dosahovaly délky az 0,6 mm.

Pti koncentraci 0,16 mM bylo velmi sloZité nalézt bod vhodny na sbér
kvalitniho spektra, ackoliv vyschla kapka vykazovala usazovani latky na okrajich
naképnuté kapky (efekt ,,kavového krouzku®). Je tedy ziejmé, Ze 1 ptes to, Ze oba
substraty jsou prezentovany téméi identicky, jejich vlastnosti se relativné dost lisi,

coz je nazorné vidét na obrazku 3.14.
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Obr. 3.1.4 Porovnani plochy vyschlé kapky melaminu o koncentraci 0,16 mM na
substratech SpectRIM™ (a) a u-RIM™ (b)

Z krystalt vzniklych po vyschnuti zakladniho roztoku o koncentraci 15,86
mM bylo mozné zmé&fit velmi kvalitni spektrum, ale jiZ pfi prvnim zfedéni na
koncentraci 1,59 mM byl ziejmy rozdil mezi dvéma komercnimi substraty, vyschla
kapka totiZ nabizela kvili své velikosti méné bodl (mist) vhodnych na zméteni
spektra.

Situace byla pfi dal§im zfedéni jesté horsi, ale v jednom bod¢ nakonec bylo
mozné ziskat spektrum s vyraznymi pasy na pozicich 676 cm™ a 984 cm™.

Pti dal§im fedéni uz zadné kvalitni spektrum nebylo moZzné zméfit. Na
substratu SpectRIM™ se latka mnohem snadngji koncentrovala a bylo tedy mozné
méfit kvalitni spektra i pfi koncentraci nékolikandsobné mensi neZ na substratu

u-RIM™. Naméfend spektra jsou vidst v prehledu na obrazku 3.1.5.
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Obr. 3.1.5 Porovnani spekter melaminu z vyschlych kapek na substratu p-
RIM™: a) prasek, vychozi vodni roztoky o koncentraci b) 15,86 mM, c)
1,59 mM, d) 0,16 mM

3.1.3 Melamin na nekomerénim substratu

Vyschla kapka zakladniho roztoku melaminu na nekomercnim substratu
nevykazovala Zadné znamky koncentrace latky v jakémkoliv misté. Pokusy o
akumulaci spektra z né€kolika malych shlukt latky na substratu byly netspésné.
Meéfieni bylo tedy ukonceno bez zisku jediného spektra vykazujiciho pfitomnost

melaminu v roztoku.

3.2 Picloram
Rozpustnost picloramu je mnohondsobn¢ vyssi v etanolu (10,5 mg/ml), nezli
ve vodé (0,55 mg/ml). Nekomercéni substrat se tedy zde jevil jako vhodny konkurent

substratu komercénich.

3.2.1 Picloram na substratu SpectRIM ™
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Pti vyschnuti kapky zakladniho roztoku o koncentraci 2,07 mM se vétSina
latky koncentrovala ve velkém shluku o priiméru 0,8 mm, oproti melaminu zde
nevznikaly Zadné krystaly. Pfi zfedéni se struktura latky na substratu nijak
nezmeénila, byla jen rozprostiena na vétsi ploSe o priméru az 2 mm. Detail shluku

latky je vidét na obrazku 3.2.1. Tento trend pokracoval déle i pti dalSim zfedéni.

Obr. 3.2.1 Shluk latky vytvofeny po vyschnuti
kapky picloramu o koncentraci 41,4 uM na
substratu SpectRIM™

Ke spektralni detekci tohoto kontaminantu byly vyuzivany hlavné pasy na
pozicich 362 cm™, 595 cm™ a 1110 cm™ [Dias, 2019], spektrum prasku mélo ale
vyraznych pastt mnohem vice, tyto dalsi pasy ovSem ve spektrech z vyschlych kapek
ziskanych ze zfedénych roztoki nebyly tolik vyrazné. Spektrum ziskané z vyschlé
kapky zdkladniho roztoku navic vykazovalo ptitomnost silného fluorescenéniho
pozadi, které znacné snizovalo kvalitu spektra.

Z n¢kolika shlukt vzniklych po vyschnuti kapky s koncentraci 41,40 uM bylo
jeste ziskano relativné kvalitni spektrum, které opét bylo ovlivnéno fluorescencnim
pozadim. Pti dal§im ziedéni jiZ nebylo moZzné zméftit spektrum odpovidajici
pfitomnosti picloramu. Naméfena spektra jsou vidét na obrazku 3.2.2, fluorescencni
pozadi bylo ode¢teno pomoci nastroje Peak Analyzer, ktery je soucasti programu
OriginPro. V programu byla automaticky vypocitana polynomialni funkce, ktera

odpovidala fluorescenénimu pozadi, ta byla nasledn¢ od spektra odectena.
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Obr. 3.2.2 Porovnani spekter z vyschlych kapek picloramu na substratu
SpectRIM™: a) prasek, vychozi vodni roztoky o koncentraci b) 2,07 mM, c)
41,40 uM

3.2.2 Picloram na substratu p-RIM™

Na tomto substratu byl efekt koncentrovani latky slabsi, jiz pfi maximalni
koncentraci 2,07 mM byla latka rozprostfena na plose o priméru 2 mm. Struktura
usazené latky byla ale identické jako na substratu SpectRIM™™. Velikost shluki byla
na okrajich vyschlé kapky o néco vétsi.

Pti zfedéni na 41,4 uM jiz byla latka rozprostiena po substratu bez
jakéhokoliv naznaku koncentrace vlivem proudt pfi vysychdni kapky a shluky latky
byly velice malé. Rozdily ve vysychani mezi substraty byly témét identické, jako pii
mé&feni melaminu. Latka na substratu p-RIM™ se opét nekoncentruje tak, jako na

substratu SpectRIM™. Porovnani je vidét na obrazku 3.2.3.
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Obr. 3.2.3 Porovnani vyschlé kapky picloramu na substratu SpectRIM™ (a) a
substratu p-RIM™ (b) pii koncentraci 2,07 mM

Ve spektru ziskaném z okraje vyschlé kapky byly dobie vidét vyrazné pasy na
pozicich 362 cm™ a 1110 cm™. V3echna spektra namé&fend na tomto substratu byla
ovsem také ovlivnéna ptitomnosti silného fluorescencniho pozadi. Po ziedéni bylo v
nékolika ndhodnych shlucich latky naméfeno spektrum s charakteristickym pasem na
pozici 362 cm™, ale pii dal$im fedéni jiz ani tento pas nebyl rozeznatelny od pozadi.
Naméfend spektra s odectenym fluorescenénim pozadim (opét pomoci programu

OriginPro) jsou vidét na obrazku 3.2.4.
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Obr. 3.2.4 Porovnani spekter z vyschlych kapek picloramu na substratu
u-RIM™: a) prasek, vychozi vodni roztoky o koncentraci b) 2,07 mM,
¢) 41,40 uM
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3.2.3 Picloram na nekomerc¢nim substratu
Pti vysychani kapky zakladniho roztoku dochazelo ke vzlinani po sténach
jamky. Na povrchu substratu se tedy neudrzela zadna ¢ast kontaminantu a nemohlo

byt zméteno zadné spektrum.

3.3 Thiram

Ackoliv byl thiram rozpustén v etanolu s mnohem mensi koncentraci nez
uvadeéla literatura (<10mg/ml), byla to stale nékolikandsobné lepsi rozpustnost, nez

jakou ma thiram ve vodé (0,03 mg/ml).

3.3.1 Thiram na substratu SpectRIM™

Pivodni neodsttedény roztok vytvotil po vyschnuti shluk latky o rozmérech
120 pm X 160 um. Tento shluk se skladal prevazné z malych krystalt o délce kolem
5 um. Po vyschnuti odstfedéného roztoku se na substratu vytvorilo nékolik oblasti s
koncentrovanym thiramem, ov§em ty neodpovidali ani vysychéni s efektem
»kavového krouzku®, ani koncentraci na stfedu kapky, jak je vidét na obr. 3.3.1. Ve

vyschlé kapce bylo také mozné najit nékolik krystalti o velikostech 4 — 8 pum.

Obr. 3.3.1 Porovnani vyschlé kapky neodstiedéného roztoku thiramu (a) a
odstiedéného roztoku thiramu (b) na substratu SpectRIM™

Pti koncentraci 2,50 uM jiz ve vyschlych kapkach nebyla pozorovatelna
7adna mista s vy$$i koncentraci thiramu, ovSem v jedné z nich byl nalezen maly
krystal, podobny tém, které §li pozorovat i pti vysSich koncentracich. Pti dal§im

zfedéni jiz byla latka rozprostfena jen v tenkych vrstvach po velké plose.
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K identifikaci tohoto kontaminantu byl vyuzivan hlavné velmi intenzivni pas
na pozici 560 cm™ a dali silné pasy na pozici 395 cm™ a 975 cm™ [Sanchez-Cortés,
1998]. Ve spektru ziskaném z prasku thiramu bylo mozné vidét 1 nékolik slabSich
past.

Ze shluk i1 z krystali vzniklych po vyschnuti neodsttedéného roztoku s
koncentraci 0,25 mM bylo mozZné ziskat kvalitni spektrum odpovidajici pfedtim
naméfenému prasku. I ve vyschlé kapce odstiedéného roztoku (0,12 mM) bylo
mozné najit nékolik mist, ze kterych bylo ziskano kvalitni spektrum.

Z malého krystalu vzniklého po ziedéni na 2,50 uM bylo ziskano velice
kvalitni spektrum, ov§em z Zadného dalSiho mista na vyschlé kapce se nedala ur¢it
ptitomnost thiramu. Méfeni bylo ukonceno potom, co nebylo mozné akumulovat
zadné kvalitni spektrum ve vyschlé kapce 100X zifedéného roztoku (1,25 uM).

Spektra thiramu jsou vidét na obrazku 3.3.2.
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Obr. 3.3.2 Porovnani spekter thiramu z vyschlych kapek na substratu
SpectRIM™: a) prasek, vychozi vodni roztoky o koncentraci b) 0,25
mM, ¢) 0,12 mM, d) 2,50 uM
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3.3.2 Thiram na substratu u-RIM™

Na rozdil od situace na substratu SpectRIM™ | kde neodstiedény roztok
vyschnul a latka se koncentrovala na relativné malé plose, zde se latka rozprostiela
na plose o priiméru ptiblizné 2 mm.

Odstfedény roztok s koncentraci 0,12 mM vyschnul tak, Ze latka byla
rozprostiena na jesté vétsi ploSe (viz obr. 3.3.3). I zde se vSak nachazely malé
krystalky, ovSem v menSim mnoZstvi. Pti dalSim fedéni se uZ na substratu Zadné
krystalky nenachézely a latka byla usazena v podob¢ tenkého povlaku. Opét se zde
ukazaly rozdily mezi obéma komercnimi substraty, nejvice zfejmé byly vSak pii

nakapnuti neodsttedéného roztoku.

0,2mm

Obr. 3.3.3 Porovnani vyschlé kapky neodstiedéného roztoku thiramu (a) a
odstiedéného roztoku thiramu (b) na substratu p-RIM™

Z viditelnych shluki thiramu a né€kolika malych krystald vzniklych po
vyschnuti neodsttedéného roztoku (0,25 mM) bylo mozné zméfit kvalitni spektrum.
Krystalky vzniklé pti vyschnuti odstfedéného roztoku (0,12 mM) se také ukazaly
jako vhodné misto pro sbér spektra. Pti dal§im fedéni jiz vSak zadny krystal, ¢i jiné
vhodné misto na méfeni nebylo mozné nalézt. Ziskana spektra jsou vidét na obrazku

3.3.4.
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Obr. 3.3.4 Porovnani spekter thiramu z vyschlych kapek na substratu

u-RIM™: a) prasek, vychozi vodni roztoky o koncentraci b) 0,25 mM,

¢) 0,12 mM, d) 2,50 uM
3.3.3 Thiram na nekomer¢nim substratu

Pti vychozi koncentraci 6,24 mM vytvaiel roztok thiramu v etanolu po

vyschnuti na substratu velice zajimavé struktury, pfipominajici svym vzhledem
labyrint. Velice tenké stény (mensi nez 1um) tvofili chodby utvarti o rozmérech az
2,3 mm X 0,4 mm. Tyto Utvary se nachdzely hlavné na okrajich vymezenych jamkou,
kam byl nakapan roztok. Na krajich utvara byly "chodby" ¢asto zakonceny shluky
malych krystalki o priimérech kolem 5 pm. BliZe ke stfedu jamky vznikaly
soustfedné kruznice z "teCek" usazeného thiramu, které nejspiSe vznikaly postupnym
vysychanim kapky (viz obr. 3.3.5). Tento teCkovany vzor byl jemné&;jsi blize stfedu,

tam latka vytvofila tenky nepravidelny povlak.
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Obr. 3.3.5 Vyschla kapka thiramu o koncentraci 6,24 mM na nekomerénim substratu
(vlevo), detail vzniklé struktury (vpravo)

Po ztedéni na 0,125 mM jiZ vyschla kapka netvoftila Zadné velké struktury,
ovsem zarodky utvart viditelnych pti vyssi koncentraci byly zietelné vidét. Pii
dal$im zfedéni jiz nebyla pozorovana Zadna struktura.

Spektrum odpovidajici spektru thiramu bylo mozné naméftit jak z usazenych
castecek blize ke stfedu jamky, tak ze shluk krystald a "stén", které thiram tvofil po
vyschnuti zédkladniho roztoku. Identifikace thiramu byla ztizena faktem, ze jeho
charakteristicky velmi intenzivni pas na pozici 560 cm™ a dalsi intenzivni pas na
pozici 975 cm™ byly &astedné &i celkové zakryty signalem kiemiku ze substratu
(mnohonasobné intenzivngjii pas na pozici 520 cm™ a §iroky pas 900 — 1000 cm™).

Po ziedéni na 0,13 mM bylo také mozné zméfit spektrum, které bylo stale
identifikovatelné jako thiram podle pasu na pozici 560 cm™, pii dalsim zfedéni byl v
ziskanych spektrech rozpoznatelny jen signal kiemiku, ktery do méteni vnasel
samotny substrat. Nametfend spektra jsou vidét na obrazku 3.3.6, ze spekter thiramu
byl odecten signal substratu pomoci programu OriginPro. Jiz zminény Peak Analyzer
dokaze nejen odecitat fluorescencni pozadi, ale 1 uzivatelem zadana spektra. Pii
méteni bylo tedy naakumulovéno 1 spektrum samotného substratu, které se nasledné
odecitalo od kazdého naméfeného spektra latky. Diky jemnému ladéni, které
umoznoval program, bylo mozné ziskat Cista spektra beze stopy rusivého signalu

substratu.
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Obr. 3.3.6 Porovnani spekter thiramu z vyschlych kapek na
nekomer¢nim substratu: a) signal substratu, b) prasek, vychozi
etanolové roztoky o koncentraci ¢) 6,24 mM, d) 0,13 mM

3.4 Bentazon

Bentazon je ve vod¢ velmi malo rozpustny (0,5 mg/ml). Ze zkoumanych latek

ma vSak nejlepsi rozpustnost v etanolu (0,68 g/ml).

3.4.1 Bentazon na substratu SpectRIM™

Pti vysychani zékladniho roztoku o koncentraci 2,08 mM vznikaly na tomto
substratu pomérné¢ velkeé krystaly (az o délce 60 um). Tyto krystaly byly spole¢né s
tenkou vrstvou latky koncentrovany na plose o priméru piiblizn€ 0,7 mm (viz obr.

3.4.1).
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Obr. 3.4.1 Vyschla kapka bentazonu o koncentraci 2,08 mM na substratu
SpectRIM™ (vlevo), detail krystalu (vpravo)

Pti zfedéni na 41,6 uM jiz ovSem zadné krystaly nevznikaly a latka nebyla
nikde koncentrovéna. Podobné jako piedtim pii méteni thiramu, malé shluky latky
byly rozprostieny pies velkou plochu. Po dalSim zfedéni latka na substratu vytvotila
jen jemné vrstvicky.

Ve spektru ziskaném z praSku bentazonu byly nejvyrazngjsi pasy na pozicich
672 cm™, 1038 cm™ a 1646 cm™ [Dias, 2019], n&kolik dalgich stfedné silnych a
slabsich past bylo zfeteln¢ vidét také. Klicovou roli pfi identifikaci bentazonu ve
vyschlych kapkach ztedénych roztoki viak hraly hlavné pasy na pozicich 672 cm™ a
1646 cm™. Po vyschnuti zédkladniho roztoku nebylo z tenké vrstvicky, ktera na
substratu vznikla, mozné zméfit kvalitni spektrum, ovSem z malych 1 velkych
krystald byla zméfena spektra, kterd velice dobfe odpovidala spektru praSkové formy
bentazonu.

Z nékolika shlukl vzniklych na substratu po vyschnuti kapky s koncentraci
41,60 mM se podafilo ziskat rozpoznatelné spektrum bentazonu, které ovSem
obsahovalo i n¢kolik vyraznych past, které bentazonu neodpovidaly. Dalsi fedéni jen
zhorsilo podminky pro nalezeni vhodného mista na sbér spektra, latka nebyla nikde
koncentrovéana a z jemnych vrstvi¢ek usazeniny nebylo mozné ziskat ani jedno

kvalitni spektrum. Vysledna spektra jsou vidét na obrazku 3.4.2.
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Obr. 3.4.2 Porovnani spekter bentazonu z vyschlych kapek na
substratu SpectRIM™: a) prasek, vychozi vodni roztoky o koncentraci
b) 2,08 mM, ¢) 41,60 mM

3.4.2 Bentazon na substratu u-RIM ™

Zakladni roztok vysychal ¢aste¢né v podobé kavového krouzku. Na obrazku
3.4.3 jsou vidét Casti okraje vysychajici kapky, kde se latka nejvice koncentrovala. V
této oblasti vzniklo 1 nékolik velkych krystalii. Vyschla kapka ovSem zabirala témér
dvojnéasobnou plochu oproti kapce na minulém substratu. Rozdil v nich se tedy
projevil i zde. Po zfedéni na 41,6 pM se latka rozprostiela ptes velkou plochu, a na ni

vznikly velice tenké kruhové utvary.

Obr. 3.4.3 Vyschla kapka bentazonu o koncentraci 2,08 mM na substratu p-RIM™
(vlevo), detail krystalu (vpravo)
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Podobné¢ jako na prvnim substratu, velké krystaly vzniklé po vyschnuti kapky
zakladniho roztoku (2,08 mM) byly dobrym mistem na sbér kvalitniho spektra. Po
zfedéni na 41,6 uM nebylo mozné najit misto pro sbér kvalitniho spektra. Jedno
jediné spektrum ukazuje podobnost s referencnim spektrem, ovSem vzhledem k
pritomnosti pasi, které spektru bentazonu neodpovidaji, je jeho identifikace v tomto
pfipadé problematicka, toto spektrum a dal§i naméfené na tomto substratu jsou vidét

na obrazku 3.4 .4.
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Obr. 3.4.4 Porovnani spekter bentazonu z vyschlych kapek na
substratu p-RIM™: a) prasek, vychozi vodni roztoky o koncentraci b)
2,08 mM, ¢) 41,60 mM
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3.4.3 Bentazon na nekomerénim substratu

Zakladni roztok bentazonu v etanolu (2,8 M) po vyschnuti vytvofil velky
shluk latky, na jejimz okraji se vytvoftila krystalova struktura. Nékteré krystaly
dosahovaly délky az 40 um, jak je vidét na obrazku 3.4.5.

Obr. 3.4.5 Vyschla kapka bentazonu o koncentraci 2,8 M na nekomercnim substratu
(vlevo), detail krystalu (vpravo)

Pti zfedéni na 56,6 mM se struktura vyschlé kapky zménila. Latka na
substratu vytvofila shluky v podobé kapek. Tyto témét dokonale kulaté kapky mély
praméry od nékolika mikrometra az po 240 um. Tento jev pokrac¢oval az do
koncentrace 28,3 mM, kapky vSak byly stale ¢etnéjsi a mensi, coz je vidét na
obrazku 3.4.6. Pti niZzSich koncentracich, zac¢ala vyschla kapka pfipominat obrazec

soustfednych kruznic, ktery byl vidét jiz pfi méteni thiramu.

0,2mm 0,1mm

Obr. 3.4.6 Vyschlé kapky bentazonu o koncentraci 56,6 mM (a) a 28,3 mM (b) na
nekomerénim substratu

Z velkych krystalt i ze shluku latky, ktery vznikl po vyschnuti zakladniho
roztoku (2,8 M), bylo mozné méfit kvalitni rozpoznatelné spektrum. Pozadi
nekomercniho substratu tentokrat nepiekryvalo nejvyrazné€jsi pas spektra, jako tomu

bylo u thiramu.
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Kapky vzniklé pii vysychani déle fedénych roztoki byly velmi dobrym
mistem na méfeni Ramanova spektra az do koncentrace 5,66 mM, kdy uz byly kapky
natolik malé, Ze hledani mista pro akumulaci kvalitniho spektra zacalo byt obtizné. I
tak bylo jesté pti koncentraci 2,79 mM mozZné zméfit spektrum odpovidajici
referenci. Spektra ziskana na tomto substratu jsou vidét na obrazku 3.4.7, nezadouci

signal substratu byl odstranén pomoci programu OriginPro.

Ramanova intenzita [relativni jednotky]

I I I
500 1000 1500

vinoget [cm™]

Obr. 3.4.7 Porovnani spekter bentazonu z vyschlych kapek na
nekomerénim substratu: a) signal substratu, b) prasek, vychozi
etanolové roztoky o koncentraci ¢) 2,83 M, d) 56,60 mM, e) 28,30
mM, f) 5,66 mM, g) 2,79 mM
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3.5 Prehled vysledkii a porovnani s metodou SERS

V tabulce 3.5.1 je ptedlozen strucny piehled studovanych latek a koncentraci,
které bylo mozné detekovat ve vodnych roztocich. Substrat SpectRIM™, i kdyz
bohuzel jiz nevyrabén, byl pro detekci téchto latek ve vSech ptipadech bud’ stejné
dobrou, ¢i lepsi volbou nez druhy (v soucasnosti dostupny) komercni substrat
u-RIM™. Z této tabulky mazeme uréit detekéni limity pro vychozi vodni roztoky v
ptipadé pouzit¢ metody DCDR néasledovné: melamin 6,34 uM, picloram 41,40 uM,
thiram 2,50 uM a bentazon 41,60 uM.
Tabulka 3.5.1 Piehled detekovanych koncentraci a detekénich limith pro

vybrané kontaminanty z vychozich vodnych roztokt pii pouziti metody DCDR
na komercnich substratech

ltka koncentrace SpectRIM ™ p-RIM™
Melamin 15,86 mM ANO ANO
Melamin 1,59 mM ANO ANO
Melamin 0,16 mM ANO ANO
Melamin 31,70 uM ANO NE
Melamin 6,34 uM ANO NE
Picloram 2,07 mM ANO ANO
Picloram 41,40 M ANO ANO
Thiram 0,25 mM ANO ANO
Thiram 0,12 mM ANO ANO
Thiram 2,50 M ANO ANO
Bentazon 2,08 mM ANO ANO
Bentazon 41,60 WM ANO NE

V tabulce 3.5.2 je podobné¢ zndzornéno, pii jakych koncentracich bylo mozné
detekovat studované kontaminanty v roztocich etanolu. Vzhledem k chovani
melaminu a picloramu bylo mozné studovat na tomto substratu pouze thiram a
bentazon. Pii Zadném méteni vSak nebylo dosazeno detekce kontaminantu pii

koncentraci niZsi, neZ na substratech komerc¢nich.
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Tabulka 3.5.2 Piehled detekovanych koncentraci a detekénich limitt pro
vybrané kontaminanty z vychozich etanolovych roztoki pti pouziti metody
DCDR na nekomerénim substratu

nekomerc¢ni
latka koncentrace substrat
Melamin 2,38 mM NE
Picloram 43,49 mM NE
Thiram 6,24 mM ANO
Thiram 013 mM ANO
Thiram 62,40 uM NE
Bentazon 283 M ANO
Bentazon 56,60 mM ANO
Bentazon 28,30 mM ANO
Bentazon 566 mM ANO
Bentazon 2,79 MM ANO

Metoda SERS byla v detekovani melaminu pouZzivana jiz diive, piehledova
kapitola v knizce Surface-Enhanced Raman Spectroscopy [Prochazka, 2016] se
zmifuje o n€kolika publikacich v rozmezi let 2008 —2015. Detekce nizkych
koncentraci melaminu byla velmi ispé$na, at’ uz na substratech se zlatymi, ¢i
stfibrnymi nano¢asticemi nebo na komerénim substratu Klarite®. Z nové&jsich
publikaci je mozné zminit praci Zhang a kol. [Zhang et al., 2019], kteti vyvinuli
platformu na bazi hydrofobniho filtraéniho papirku s nano¢ésticemi a Gspésné ji
pouzili k detekci melaminu v mléku. Melamin je mozné detekovat pii koncentracich
107-10"® M [Zheng, He, 2014], coZ jsou o jeden aZ dva fady mensi koncentrace nez
ty, pfi kterych bylo mozné detekovat melamin pomoci metody DCDR na substratu
SpectRIM™. Lin a spol. ur¢ili limitni detekovatelnou koncentraci melaminu v
kufecim mase a jinych potravinaiskych produktech pii pouziti metody SERS a
komer&niho substratu Klarite® na 50 — 100 pg/g [Lin et al., 2008].

V laboratotich Odd¢leni fyziky biomolekul MFF UK detekoval picloram
pomoci metody SERS ve své disertacni praci V. Peksa [Peksa, 2017] pfi limitni

koncentraci 5 uM (o tad nizsi koncentrace, nez pii méfeni s vyuzitim DCDR).
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Spektra byla zatizena fluorescen¢nim pozadim, podobné¢ jako pii studiu latky v této
praci.

Kniha Surface-Enhanced Raman Spectroscopy [Prochézka, 2016] uvadi
informace k detekci thiramu. Tang a spol. ve své praci detekovali thiram nanaSeny na
slupku jablek pomoci pfenosného Ramanova spektrometru. SERS spektra thiramu
byli schopni ziskat pii koncentracich 10”7 M [Tang et al., 2015]. Tento deteké&ni limit
metody SERS je o fad niZ$i, nez limit pro DCDR metodu naméteny na komer¢nich
substratech v této praci.

Bentazon zatim nebyl pomoci metody SERS studovan, zadna data o
detek¢nich limitech nejsou dostupnd. DCDR je tedy prvni Ramanovskou metodou,

ktera byla pouzita pro zkoumani detek¢nich limitd bentazonu.
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Zavér

V této praci byla studovana spektra ¢tyt vybranych kontaminant —
melaminu, picloramu, thiramu a bentazonu — metodou DCDR. Tato méfeni byla
provedena na tiech riznych substratech, a to dvou komerénich — SpectRIM™ a
u-RIM™ a jednom nekomerénim, ktery byl piipraven na Katedie makromolekularni
fyziky MFF UK.

Diky vlastnostem, které umoznily dobrou koncentraci latky na jeho povrchu,
byl substrat SpectRIM™ pro ziskani spekter z vyschlych kapek vodnych roztoki
nejvhodnéjsi. Druhy komercni substrat vykazoval vhodné chovani, co se tyce
vysychani kapky naneseného roztoku, av§ak ne v takové mife jako substrat prvni.

To nésledné neumoznilo v kazdém ptipad¢ detekci vyrazné€ nizsich koncentraci.

Detekce studovanych latek na nekomerénim substratu, kde se pracovalo s
nizkych koncentraci jako na substratech komer¢nich. Diivodem byl jednak
nezadouci signal substratu, ktery byl Casto silnéjsi nez zddouci signal kontaminantu a
také fakt, Ze substrat jednoduSe nepodporoval déje vedouci ke zkoncentrovani latky v
jednom misté ¢i oblasti.

Limitni koncentrace pro detekci melaminu byla urcena na 6,34 uM na
substratu SpectRIM™, na substratu a p-RIM"™ byla rovna 0,16 mM. Na
nekomerénim substratu nebylo mozné melamin detekovat.

Limitni koncentrace pro detekci picloramu byla ur¢ena na 41,40 uM pro oba
komer¢ni substraty. Na nekomerénim substratu nebylo kvili vzlinavé povaze roztoku
mozné tuto latku studovat.

Thiram byl identifikovan na obou komer¢nich substratech pii minimalni
koncentraci 2,50 uM a na substratu nekomer¢nim pii koncentraci 0,13 mM.

Bentazon byl detekovan na substratu SpectRIM ™ pii minimalni koncentraci
41,60 uM. Na substratu p-RIM™ byla minimalni detekovatelna koncentrace latky
rovna 2,08 mM. Pro nekomer¢ni substrat byla limitni koncentrace 2,79 mM.

Ziskané detekéni limity metody DCDR byly porovnany s dostupnymi
informacemi o limitech metody SERS. Vysledné hodnoty se liSily o jeden az dva
fady ve prospéch metody SERS. Méfeni pomoci metody DCDR na komerénich

substratech ovSem nabizi zajimavou volbu pii zkouméni vodnych roztokd, které
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nejsou metodou SERS studované, a také pro latky, jejichz SERS spektrum nelze
jednoduse ziskat.

I pres to, Ze metoda DCDR nedosahuje pro kazdou studovanou latku
detek¢nich limittt SERS, blizi se jim. Dalsi vyvoj této metody, zejména pak vyvoj
novych superhydrofobnich substratli s lepSimi vlastnostmi, miize ptinést velky
pokrok a posun v detekénich limitech. DCDR pak miiZe byt idedlnim néstrojem pro
detekci velmi nizkych koncentraci kontaminantl naptiklad v podzemnich vodach.

Co se tyce pouzitého nekomercniho substratu, jeho potencial dli v tom, Ze
mnoho latek ma lepsi rozpustnost v etanolu nezli ve vodé, coz velmi usnadiuje
meéieni. Je ale nutné substrat dale optimalizovat, aby umozinoval studovanym latkam
lépe se koncentrovat. Dllezitym faktorem je spektralni pozadi substratu, které je

potieba eliminovat, protoze velmi omezuje potencial metody DCDR.
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Obr. 3.4.7 Porovnani spekter bentazonu z vyschlych kapek na nekomer¢nim substratu: a)
signal substratu, b) prasek, vychozi etanolové roztoky o koncentraci c) 2,83 M, d) 56,60
mM, e) 28,30 mM, ) 5,66 MM, ) 2,79 MM .....cccccirriiiriiiriieiieeeeeete e
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Seznam pouzitych zkratek

CHMU - Cesky hydrometeorologicky ustav

DCDR (spectroscopy) — Drop coating deposition Raman spectroscopy
(Ramanova spektroskopie kapkove nanasenych povrchi)

EPA — United States Environmental Protection Agency (Agentura pro
ochranu zivotniho prostredi)

Laser — Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation (Zesilovani
svétla stimulovanou emisi zafeni)

MFF UK — Matematicko-fyzikalni fakulta Univerzity Karlovy

MZE — Ministerstvo zemédélstvi

MZP — Ministerstvo Zivotniho prostiedi

RF — Radio Frequency (Radiova frekvence)

SERS — Surface enhanced Raman spectroscopy (Povrchem zesilena
Ramanova spektroskopie)

TM — Trade Mark (Ochranné znamka)

ULWD — Ultra long working distance (Ultra dlouha pracovni vzdélenost)
UV — Ultraviolet (Ultrafialové zateni)
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