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Nazov: Optimalizacia extrakcie neonikotinoidov s vyuZitim nanovlakien v

systéme sekvencnej injekénej analyzy

V diplomovej praci bolo testované pouzitie réznych typov nanovldkien ako
sorbentov pre extrakciu neonikotinoidov v spojeni so systémom sekvencnej injekénej
analyzy. Pri vypracovani priace bolo testovanych sedem typov nanovlakien, ato
polyamid (PA6), polykaprolaktén (PCL), polyimid (PID) a polydopaminom potahovany
polyamid (PA6)coated, polykaprolaktéon (PCL)coated, polyimid (PID)coated a kombindcia
polyimidu a polykaprolakténu (PID/PCL)coated. Tieto nanovlakna boli vyrobené metédou
elektrostatického zvldknovania.

Testované nanovlakna boli umiestnené v drziaku vyrobenom 3D tlacou, ktory bol
zapojeny do systému sekvencnej injekénej analyzy. Ako detekéna metdda bola pouzitd
UV spektrofotometria.

Analyzovanymi latkami boli insekticidy zo skupiny neonikotinoidov. Extrakcia
tychto latok bola skimana na vsetkych siedmich typoch nanovlakien. V ramci tychto
merani boli pozorované retencie jednotlivych analytov na nanovldknach v zavislosti na
ich chemickej Strukture a fyzikdlne-chemickych vlastnostiach. Najviac merani bolo
prevedenych s pouZitim polydopaminom potahovanych polyimidovych nanovlakien, na
ktorych boli zaznamenané najvyssie retencie vsetkych analytov.

Cielom diplomovej prace bolo vyvinut jednoduchi metdédu pre otestovanie
vhodnosti pouzitia nanovldkien ako sorbentov pre extrakciu neonikotinoidovych

insekticidov v spojeni so systémom sekvencnej injekénej analyzy.
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In this diploma thesis, we tested the use of various nanofibers as sorbents for solid
phase extraction of neonicotinoids connected with sequential injection analysis system.
Seven types of nanofibers were tested, specifically polyamide (PA6), polycaprolactone
(PCL), polyimide (PID) and polydopamine coated polyamide (PA6)coated,
polycaprolactone (PCL)coated, polyimide (PID)cwated and a combination of polyimide and
polycaprolactone (PID/PCL)cwated- These nanofibers were produced by electrospinning.

The studied nanofibers were placed in the 3D printed holder, which was
connected into sequential injection analysis system. UV spectrophotometry was used as
a detection method.

The substances to analyse were neonicotinoid insectisides. The retention of these
analytes was examinated with all seven types of nanofibers. Retention of the analytes
on the tested nanofibers depending on their chemical structures and physical-chemical
properties was studied in these measurements. The most experiments were performed
with polydopamine coated polyimide nanofibers, due to the highest retention of all
tested analytes.

The aim of this diploma thesis was to develop a simple method for testing the
suitability of nanofibers as sorbents for solid phase extraction of neonicotinoid

pesticides.
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1. Uvod

Vo vacsine pripadov je potrebné pred vlastnym analytickym procesom vykonat
vhodnu Upravu vzorky. Uprava vzorky predstavuje zasadny krok, ktory byva v porovnani
s rychlymi analyzami ¢asto zdihavy, nachylny k chybe a vo vysokej miere ovplyviiuje
citlivost, selektivitu a vysledky analyz a tiez zabranuje poskodeniu pouZivanej analyticke;j
inStrumentacie. Délezitym aspektom Upravy vzorky je aj kompatibilita so zamyslanou
analytickou technikou.

V sucasnosti je dominantnou metddou Upravy vzoriek extrakcia tuhou fazou, ktora
je oblibend najma pre svoju rychlost, jednoduchost, nizke naklady a mozZnost
stanovenia nizkych koncentracii latok v malom objeme vzorky. Nespornou vyhodou je
tiez moznost automatizacie celého procesu.

Nanovldkna su Specialne vyrabané textilné vldkna o priemere mensom nez 1 um.
Nanostrukturne materidly ziskali vdaka ich vyhodnym vlastnostiam v poslednych rokoch
velkd pozornost v oblasti extrakcie tuhou fazou, medzi tieto vyhodné vlastnosti patri
najma velky povrch vzhladom k objemu, velky pocet vazbovych miest, vysoka sorpcna
kapacita a porozita. Vzhladom na mnoiZstvo polymérnych materidlov sréznymi
chemickymi vlastnostami umoznuju rézne aplikaéné moznosti a vyvoj tychto sorbentov
napreduje ovela rychlejSie neZz u klasickych sorbentov. Nanovldkenné sorbenty su
vyuzivané najma pri extrakciach polutantov Zivotného prostredia. Vyber nanovlakien
v tejto praci bol zaloZeny na vysledkoch Dr. Horstkotte Sramkovej, ktoré ziskala pocas jej
staze na Univerzite v Granade v Spanielsku.

V tejto diplomovej praci boli testované nanovldkna manudlne vkladané do drziaka
vyrobeného 3D tlacou a bola Studovand vhodnost pouZitia tychto nanovlakien ako
sorbentov pre extrakciu tuhou fazou azdroven bolo testované zapojenie tychto

nanovlakien do systému sekvenénej injekénej analyzy.



2. Ciel' a zadanie prace

Cielom prace bolo porovnanie extrakénej ucinnosti polyamidovych,
polykaprolaktdmovych a polyimidovych nanovldkien aich polydopaminom
potahovanych foriem ako modernych sorbentov v extrakcii tuhou fazou za pomoci
systému sekvencnej injekénej analyzy. Tieto nanovldkna boli poskytnuté Technickou
univerzitou v Liberci, Katedrou textilni. Extrakéna uéinnost nanovlakien bola studovana
na 6smich analyzovanych neonikotinoidoch.

Medzi Specifické ciele tejto prace patri:

e overenie vhodnosti aplikacie nanovlakien ako sorbentov v extrakcii tuhou fazou
v spojeni s prietokovym systémom,

e optimalizacia Specifickych podmienok pouzitia konkrétnych nanovlakien,

e overenie efektivity polydopaminového potahovania testovanych nanovlakien na
retenciu analytov,

e porovnanie kapacity a extrakénej Gcinnosti neupravovanych nanovldkien a ich
polydopaminom potahovanych foriem,

e optimalizacia elu¢ného cinidla,

e testovanie retencie O0smich neonikotinoidov na siedmich nanovldakennych

sorbentoch.
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3. Teoreticka cast

3.1 Sekvencna injekcéna analyza

Sekvencénd injekénd analyza (SIA) bola vyvinutd kolektivom vedenym prof.
Jaromirom RuUZickom vroku 1989 pocas odstrafiovania nedokonalosti techniky
prietokovej injekénej analyzy (FIA) spojenych s pulzujucim tokom a nutnostou
kontinudlneho cerpania nosného prudu, resp. Cinidiel ¢i pomocnych latok. Preto je
oznacovana ako druha generacia prietokovych metéd. Ide o nizkotlakovu, neseparacnu
metddu, ktord je nestaciondrna, kineticka a diskontinudlna [1, 2].

K vyhoddm tejto techniky patri automatizdcia, miniaturizacia, malé objemy
roztokov potrebnych pre analyzu ateda zniZzenie produkovaného odpadu, rychlejsie
merania v porovnani s manualnym prevedenim, vysSia robustnost a uzavrety systém,
¢im je eliminovand expozicia obsluhy potenciadlne toxickymi latkami a tiez obmedzenie

vonkajsSich vplyvov na analyzu [3].

SIA systém

Zakladné pristrojové vybavenie SIA sa sklada z viaccestného selekéného ventilu
(typicky 6, 8, 12-cestny), ktory je centrom systému. Na jeho centralny port je pripojena
nizkotlakova piestova pumpa s mieSacou cievkou a na bo¢né porty su pripojené nosny
prud, vzorky, Cinidla, detekéna cela detektoru a odvod do odpadu. Cely systém je
prepojeny teflénovymi hadi¢kami o vndtornom priemere najcastejSie 0,8 mm. Pomocou
piestovej pumpy umoZiujucej obojsmerny tok je podla prepinania portov na
viaccestnom ventile nasdvany nosny prud a nasledne vzorky a Cinidla. Ich zény su potom
premiesané v mieSacej cievke vdaka spatnému pohybu piestovej pumpy, ¢im vznika
detekovatelny produkt. MiesSacia cievka okrem toho zabranuje vniknutiu vzoriek
a Cinidiel do pumpy. Produkt reakcie je nasledne transportovany prislusSnym portom
selekéného ventilu do detektoru. Cely systém je riadeny pocitaéom s prisluSnym
softvérom, ktory riadi jednotlivé kroky analyzy a zaroven umoZnuje ukladanie
a vyhodnocovanie dat [1, 3].

Priamo v systéme dochddza k analytickym procesom veducim k premene vzorky
do stavu vhodného k detekcii a kvantifikacii ako je napr. redukcia, derivatizaéna reakcia,

dialyza, plynova diflzia ¢&i extrakcia. Vyber detektoru v SIA systéme zavisi od pouZitej
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analytickej reakcie. Najviac vyuzivanymi su spektrofotometrické detektory (UV, VIS),
fluorescenéné, chemiluminiscenéné a elektrochemické detektory (potenciometrické,
voltametrické, ampérometrické) [1, 3, 4].

Variabilnost tohto systému ho umoZnuje jednoducho modifikovat réznymi
prvkami vhodnymi napr. na extrakciu tuhou fazou (SPE), extrakciu kvapalina/kvapalina
(LLE) ¢i oxidacne-redukénymi reaktormi [4]. Na obrazku 1 je znazornena schéma

konvenéného usporiadania systému SIA [5].

piestova
pumpa

miesacia cievka

detektor

nosny
prud

odpad
¢inidlo1l ¢inidlo 2

Obrdzok 1: Schéma systému SIA [5]

Princip SIA

Systém SIA je zaloZeny na presnom ddavkovani jednotlivych zén Cinidiel a vzoriek,
kontrolovanej disperzii pri miesani jednotlivych zén a presnom nacasovani danych
krokov. Charakteristickym prvkom tejto analytickej metddy su oddelené meracie cykly.
Jeden cyklus pozostava z aspiracie presne danych objemov nosného prudu, vzorky
a ¢inidla do systému pomocou selekéného ventilu a ¢erpadla. Vdaka obojsmernému
piestovému cerpadlu dochddza k premieSaniu jednotlivych zén a chemickej reakcii.

Vzniknuty reakény produkt je merany v detektore ajeho signal je zaznamenany
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pocitatom. Odozva signalu je znazornena pikom, ktory je zdznamom zmeny
koncentracného gradientu reakéného produktu pri prechode jeho zény detektorom [1].

Vzhladom ktomu, Ze technika SIA je postavend na presnom dodrziavani
konstantnych experimentalnych podmienok, si dosahované reprodukovatelné vysledky
analyz, ajked je mieSanie vzorky a ¢inidla neuplné, chemicka reakcia nedosahuje
rovnovahu a ziskany signal je nestacionarny [4]. Na obrdzku 2 je znazorneny princip

systému SIA [6].

vzorka &inidlo detektor
A
==
B
—~l}
C
i}
D =
e
E ~
e

Obrdzok 2: Zndzornenie principu SIA [6]

A - aspirdcia vzorky, B - aspirdcia Cinidla, C - tvorba reakéného produktu,
D - premiesanie zon spdtnym tokom, E - detekcia

Aplikacie SIA

Technika SIA sa uplatfiuje najma pri analyzach zloZiek Zivotného prostredia, dalej
v potravindrstve, farmaceutickom priemysle apri monitorovani chemickych
a biologickych procesov. Umoznuje stanovit vacsinu beznych anorganickych iénov vo
vode za ucelom kontroly jej kvality, obsah pesticidov ¢i stopovych mnozstiev tazkych
kovov v pédach a mozZe byt tiez vyuZita pri imunoanalytickych reakciach. Metdda SIA
moze byt pouZitd aj pri Upravach vzoriek pred HPLC ¢i MS analyzami pomocou extrakcie

tuhou fazou [1].
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3.2 Extrakcia tuhou fazou

Vo vacsine pripadov je potrebné pred vlastnou analyzou vykonat vhodnu Upravu
vzorky, ktora umozni jednak izoldciu a zakoncentrovanie analytov, prelistenie extraktov,
ale aj relativne odstranenie interferencii a tiez ziskanie vzorky kompatibilnej s
analytickou indtrumentaciou. Uprava vzorky je zasadnym krokom, ktory vo vysokej
miere ovplyviiuje vyslednd presnost aspravnost stanovenia. V sucasnosti je
dominantnou metddou Upravy vzoriek nielen pri SIA analyzach extrakcia tuhou fazou
(SPE), ktora prindsa mnoho vyhod ako napriklad moznost G¢inného zakoncentrovania
analytu, vysoku vytaznost, selektivitu a tiez moznost automatizacie a miniaturizacie.
Nevyhodou klasického SPE postupu vSak nadalej ostdva relativne vysoka spotreba

organickych rozpustadiel aj vzoriek [7].

Princip SPE

Principom extrakcie na tuhu fazu je naviazanie analyzovanej latky (kvapalnej fazy)
na sorbent (tuhu fazu), ktorym je naplnena extrakéna koldnka, pripadne iné zariadenie.
Balastné latky obsiahnuté vo vzorke su na rozdiel od analytu vymyté z kolédnky prec.
K extrakcii analytu dochadza vdaka polarnym, nepolarnym, iénovym ¢i afinitnym
interakciam medzi tuhou fazou v extrakénej koldnke a kvapalnou fazou, ktord tvori
vzorka obsahujuca analyzovanu latku. Aby prebehla extrakcia Uspesne, je potrebné, aby
mal analyt vyssiu afinitu k sorbentu, nez k matrici vzorky [7].

Kli¢ovym je vyber sorbentu, ktory volime na zaklade vlastnosti stanovovanych
latok, matrice vzorky atypu interferencii. Ako ndplne SPE koldniek su vyuZivané
obdobné sorbenty ako pri HPLC. Dostupnd je Siroka skala sorbentov od klasickych
nepolarnych ako C8, C18, poldrnych ako silikagél ¢i oxid hlinity aZz po iénovymenné
a rozne polymérne materidly. K dispozicii si okrem jednorazovych extrakénych koldniek
aj extrakéné disky ¢i membrany, ktoré umoziuju skratenie procesu extrakcie a zniZenie
objemu rozpustadiel. Kolonky pozostavaju z plastového polypropylénového tela,
stacionarnej fazy a zatky Ci frity, ktora zaistuje udrzanie sorbentu [7].

Cely extrakény proces méze prebiehat v SPE manifolde, ¢o je Specialne zariadenie,

kde je prietok vzorky aj rozpustadiel urychlovany podtlakom [7].
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SPE prebieha vo viacerych krokoch:

Kondiciondcia

Ide o premytie koldnky organickym rozpustadlom (napr. MeOH), ktory aktivuje
povrch sorbentu tzv. narovnanim funkénych skupin k interakcidm s analytom.
Toto organické rozpustadlo je nasledne vymyté vodou ¢i vodnym roztokom
pufru, aby eluéna sila rozpustadla neznizovala mozZnost interakcie analytu so
sorbentom.

Nanesenie vzorky

Vzorka méze byt aplikovana na kolénku priamo alebo po nariedeni rozpustadlom
nizkej eluénej sily. Stanovovana latka je zachytend na sorbente, zatial ¢o Cast
matrice pretecie kolénou.

Vymytie balastov

Premytim koldnky vodou ¢i pufrom su odstranené inteferencie matrice.

Elucia analytu

Po naneseni rozpustadla (metanol, acetonitril) je prerusena vazba analytu na
povrch sorbentu. Nasledne je extrakt obsahujuci analyt stanovovany ¢i dalej

upravovany [7].

Obrdzok 3: Princip SPE [8]

A - kondiciondcia koldnky, B - nanesenie vzorky, C - premytie a vymytie balastnych latok, D -

vysusenie koldonky, E - eltcia analytov
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3.2.1 SPE sorbenty

Volba sorbentu zohrava pri SPE klucovu rolu, kedZe ovplyviiuje Cistotu a mieru
selektivity ziskaného produktu z matrice vzorky. K najlepsej retencii analytov dochadza
vtedy, ak je polarita analytu podobnd polarite staciondrnej fazy. Vyber stacionarnej fazy
je dany najma chemickymi vlastnostami analytov ako je polarita ¢i disociacna konstanta
atieZz vlastnostami pouzitého rozpustadla (pri pouziti polarneho rozpustadla su

pouzivané nepoldrne sorbenty a naopak) [7, 9].

Klasické sorbenty

Sorbenty delime podla polarity fazy na reverzné (nepolarne), medzi ktoré patri
nepolarne modifikovany silikagél (C8, C18, C4, CH, PH, CN) a normalne (polarne) ako
nemodifikovany silikagél, oxid hlinity, florisil, polarne modifikovany silikagél (CN, diol,
NH>). Radené su sem taktiez ionomenice - katexy a anexy. Katex je teda menic katidnov,
ma zaporne nabitd funkénu skupinu (zvySok organickej ¢i anorganickej kyseliny
naviazany na silikagél). Anex je naopak meni¢om aniénov a obsahuje kladne nabitu

funkénu skupinu (napr. kvartérny ¢i sekundarny amin naviazany na silikagél) [9].

Moderné sorbenty

Vzhladom k faktu, Ze Uprava vzoriek patri medzi ¢asovo najnarocnejSie kroky
analyzy, su trendy smerované najma ku skrateniu doby analyzy, automatizacii,
miniaturizacii, zlepSeniu reprodukovatelnosti, zvySeniu selektivity, zniZzeniu objemov
rozpustadiel a vzoriek a zvyseniu extrakénej Gcinnosti [10].

Molekuldrne vtlacené polyméry (MIPS)

Technika MIPS je selektivnou metddou Upravy vzoriek s vysokou vytaznostou.
Sorbentom je polymér, ktory v Strukture obsahuje interakéné miesta schopné Specificky
rozpoznat dany analyt, ¢i skupinu Strukturne blizkych Iatok. Sorbent je pripravovany
polymerdaciou monoméru s pridavkom tzv. templatu, ktorym je analyt &i Struktarny
analég. Templat po vymyti zanechd v polymére otlacky svojej molekuly, vdaka ¢omu su
pri extrakcii na sorbente zachytavané latky Struktirne podobné templatu [10].

Metalo-organické siete (MOFs)

Ide o krystalické porézne materialy tvorené idnmi kovov a organickym skeletom.
Su charakteristické velkym povrchom, uniformnou poréznou Struktdrou a vysokou
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tepelnou stabilitou. Je moZné jednoducho funkcionalizovat vnutro pérov aj povrchovu
Strukturu. Ich aplikdcia v praxi ako SPE sorbentov je pomerne obmedzend a vacsie
vyuzitie maju ako stacionarne fazy v kvapalinovej chromatografii [11].

Materidly s obmedzenym pristupom (RAM)

Sorbenty RAM su zaloZzené na gélovej permeacnej chromatografii a chromatografii
na reverznych fazach. SU vhodné najma pre analyzu latok s nizkymi molekulovymi
hmotnostami v komplexnych biologickych matriciach. Vonkajsi povrch tvori hydrofilna
bariéra umoziujuca vniknutie malych molekdl do vnutra materidlu a vylicenie
makromolekul. Vnutorné povrchy su hydrofdbne a prebieha tam zakoncentrovanie
analytu. Niektoré RAM sorbenty boli aplikované pri analyzach environmentalnych
a biologickych vzoriek a v su€asnosti sa pouzivaju v spojeni s MIPs [11].

Nanostrukturne materidly

Moderné nanomaterialy sa zacali vyuZivat v SPE vdaka ich unikdtnym vlastnostiam
vyplyvajucich z velkosti ich Castic. Ich hlavnymi vyhodami je velky povrch vzhladom
k objemu, velky pocet vazbovych miest, vysoka adsorpéna kapacita a funkcna variabilita.
Patria sem dendriméry, magnetické nanocastice, uhlikaté nanomateridly
a nanomaterialy vyrabané elektrospinningom (kapitola 3.1.4).

Dendriméry su unikatnou skupinou sférickych polymérnych makromolekdl, ktoré
su charakteristické pocetne vetvenou 3D Strukturou. Existuje mnoho typov dendrimérov
a najmensie z nich maju velkost len niekolko nanometrov. Su vyuZivané vo viacerych
oblastiach vdaka ich vysokej schopnosti zapuzdrovania lieCiv ¢i polutantov Zivotného
prostredia. Silikagél funcionalizovany dendrimérmi predstavuje efektivny spbsob
pripravy vysoko efektivneho SPE sorbentu. VyuZivaju sa napr. k stanoveniu tazkych
kovov v podach [11].

Magnetické  nanoclastice (MNPs) su  superparamagnetickym  druhom
nanomateridlu, ktory moze byt pritahovany magnetickym polfom, no po odstraneni
magnetického pola na tomto materidli nezostdva zvyskovy magnetizmus. Znamena to,
Ze suspendované superparamagnetické Castice, ktoré maju cielene zadrziavat analyty,
mozu byt velmi rychlo odstranené z pévodnej matrice za pouzitia magnetického pola
a po odstraneni tohto pola sa nezhlukuju. Prikladom su nanocastice Fe304 potiahnuté
vrstvou SiO; s naviazanymi skupinami C18. VyuzZivané su najma pri separaciach buniek

a izolacii proteinov, peptidov ¢i enzymov [11, 12].
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Uhlikaté nanomateridly sa stali trendom v SPE uz od objavenia fullerenu C60 v roku
1985. Odvtedy bolo obrovské mnozstvo materialov testovanych pre vyuZitie v SPE. Medzi
tieto materialy patria fullerény, grafén a jeho oxidy, uhlikaté nanotrubice ¢i nanovlakna.
V praxi su vSak CastejSie vyuzivané prave nanomateridly vyrabané elektrospinningom, pre
moznost jednoduchého kontrolovania orientacie nanovlakien [11].

Dalsim typom modernych sorbentov, ktoré spadaji do kategorie

nanosStrukturnych materialov su nanovlakna, ktorym je venovana nasledujuca kapitola.
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3.3 Nanovlakna

3.3.1 Charakteristika nanovlakien

Nanovlakna su Specidlne vyrabané textilné vlakna, ktorych priemer je mensi nez 1
mikrometer, pri¢om ich dizka byva obvykle o 2 a7 3 rady vys&ia . Tieto vldkna maju velky
merny povrch, vysoku porozitu a malé péry (pory medzi nanovlaknami maju cca 10-20
nanometrov, teda neprepustia baktérie, virusy i alergény, prepustaju vsak molekuly
vzduchu). Kvoli lepSej manipuldcii byvaju nanovldkna usporiadané do vyssich

Strukturnych a priestorovych celkov, podobne ako napr. mikrovladkna [13].

3.3.2 Priprava nanovlakien

Pri priprave nanovldkien st sledované parametre ako priemer, priemerna dizka ¢i
distriblcia dizok, plogna alebo objemova hmotnost, porozita, distriblcia pérov a merny
povrch. V sucasnosti existuje mnoho technik pripravy nanovlakien. Najcastejsie
pouzZivanou technikou produkcie nanovldkien je elektrostatické zvlaknovanie zvané
elektrospinning. Medzi daldie metddy patri fukanie taveniny, diZenie, pouZitie $abldn

a fazova separdcia [13].

Elektrostatické zvlaknovanie

Pri tejto metdde patentovanej Formhalsom uZz vroku 1934 suU nanovlakna
vyrabané z polymérneho roztoku alebo polymérnej taveniny pomocou elektrostatickych
a kapilarnych sil [14]. K vyrobe nanovlakien mozZe byt pouZité nespocetné mnoiZstvo
materialov od prirodnych a syntetickych polymérov aZz po rozne kompozitné materialy.
BeZne pouzivanymi polymérmi su napr. polykaprolaktén, polyamid 6, polyimid,
polyanilin, polyvinylidénfluorid, polyacetonitril, polystyrén &i polyetylén.

Zariadenie pre elektrostatické zvlakniovanie je zloZzené zo striekacky obsahujlcej
polymérny roztok, zdroja jednosmerného vysokého napatia (desiatky kV) a dvoch
elektréd, zvldknovacej anédy napojenej na zdroj vysokého napatia na hrote kapilary
a katédy zvanej kolektor, ktora je uzemnena. S rasticou intenzitou elektrického pola sa
gulovity tvar kvapaliny na hrote kapilary predlZuje a vznika koénicky tvar znamy ako
Taylorov kuzel, ktory je nasledkom relaxacie indukovaného ndboja na volnom povrchu

kvapaliny na vystupe zo zvldkrovacej trysky. Behom fazy letu kvapalinovej trysky sa
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polymérny prdd enormne napina a dochadza k vytvoreniu nanovldkien. Pomocou
elektrického pola s vysokym napatim medzi kapilarou a uzemnenou zbernicou je
polymérny materidl nasmerovany k uzemnenej zbernici. Pri tomto presune dochadza
k odparovaniu rozpustadla ana zbernicu teoreticky dopadd Ccisty polymér tvaru

nanovlakien [13, 14, 15, 16].

Polymérny roztok

Vstrekovanie
—p

Kolektor

Taylorov kuzel

Davkovacie zariadenie

Zdroj —

vysokého
napatia

Obrdzok 4: Schéma principu elektrostatického zvidkrfiovania [16]

Z hladiska technologického postupu méZzeme elektrospinning rozdelit na ihlovy
(syn. kapilarny, konvencny) a bezihlovy (z volnej hladiny namiesto ihly, mechanizmus
podobny ako pri ihlovom, ale k inicidcii jetov dochadza na viacerych miestach). Ihlovy
elektrospinning je charakteristicky nizSou produktivitou a preto je vyuZivany najma
v laboratdridch. Su pren typické problémy spojené s pouzitim trysiek, ako upchatie
roztokom ¢i nestability sposobené nerovnomernym elektrickym polom. K prelomu vo
vyvoji nanovldkennych materidlov dosSlo s nastupom technolégie bezihlového
elektrospinningu, ktory tieto problémy eliminuje, ma vysSiu produktivitu a preto sa
vyuziva komeréne [17]. Technolégia Nanospider™, ktord vynasiel vroku 2003 tim
profesora Jirsdka na Katedre netkanych textilii Technickej univerzity v Liberci sa radi
k bezihlovému elektrospinningu. Tato technolégia funguje na zaklade zvlakrovania
polymérov pomocou elektrospinningu s rozdielom, Ze je fou umoznené zvldknovanie
nielen z kvapky polyméru prechddzajuceho tryskou do elektrického pola, ale aj z celej

tenkej vrstvy roztoku polyméru. Tato beztryskova technoldgia umoznuje zariadeniam
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produkovat nanovldkenny material s vysokou kvalitou v priemyslovom meradle (az 5
g/min, 50-500 nm) [18].

Proces elektrospinningu byva priamo ovplyviiovany mnohymi faktormi, ktoré su
rozdelované ako parametre elektrospinningu (vloZené elektrické pole, vzdialenost
medzi ihlou a kolektorom, priemer ihly, prietokova rychlost), roztoku (koncentracia,
viskozita, vodivost roztoku-konduktivita) a prostredia (teplota a relativha vlhkost
vzduchu) [19]. Optimalnym nastavenim tychto parametrov je mozné vyrobit hladké

nanovldkna poZadovanych vlastnosti pre rézne aplikacie.

3.3.3 Pouzitie nanomaterialov

Pouzitie nanomateridlov je coraz castejSie v najroznejSich oblastiach vedy
a techniky. Nanomateridly su v sucasnosti najviac vyuzivané v oblasti vzdusnej filtracie,
kde velmi efektivne odstrariuji submikrénové ¢astice, vratane virusov a baktérii. Dalej
su rozSirené v medicine ako nanovlakenné filtre, respiratory, hojivé obvazy a naplasti
¢i pri riadenom uvolnovani lieciv, v bioinzZinierstve, pri vyrobe odevov z netkanych
textilii, pri premene solarnej Ci veternej energie na elektrickd (termo- a piezoelektricka
konverzia a konverzia solarnej energie solarnymi bunkami) ¢i v elektronike ako chemické
senzory zaloZzené na nanomaterialoch (prirodné nanobiosenzory maju napr. ryby, ktoré
nimi zachytdvaju nepatrné chvenie vody, syntetické nanobiosenzory su novinkou-napr.
nanotechnologicky €uchovy senzor). Medzi dalSie zaujimavé aplikacie patri vyuZitie
nanovldkennych materidlov ako katalyzatorov vdaka ich selektivite a velkému poctu

vazbovych miest [18, 20, 21].

Pouzitie nanovlakien ako sorbentov pre extrakciu tuhou fazou

Nanostrukturne polyméry ziskali vdaka ich vyhodnym vlastnostiam v poslednych
rokoch velku pozornost v oblasti SPE. Medzi ich najvyznamnejSie vyhody patri velky
povrch vzhladom k objemu, velky pocet vazbovych miest, vysoka adsorpéna kapacita
a funkéna variabilita. Velky povrch nanomateridlov zaistuje omnoho vyssiu extrakénu
kapacitu a efektivitu v porovnani s mikromateridlmi. Jednoduchd modifikacia
povrchovych funkénych skupin zlepsuje selektivitu SPE. UmoZnuju nespocetné aplika¢né
moznosti vzhladom na mnoistvo polymérnych materidlov sréznymi chemickymi

vlastnostami, ktoré zavisia na chemickej Strukture a preto vyvoj novych nanovlakennych
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sorbentov napreduje ovela rychlejSie, nez usorbentov klasickych [20, 22]. Navyse
vsestrannost polymérov umoizriuje ich ziskavanie v réznych formatoch ako su vldkna,
membrany, potahy ¢ disky. Polymérne nanovldkna, najmd tie ziskané
elektrospinningom, su typické velkym povrchom vzhladom k objemu, ¢o zvysuje
extrakénu kinetiku a kapacitu [23].

Nanovldkenné sorbenty su vyuzivané najma pri extrakciach polutantov Zivotného
prostredia, pesticidov ¢i lieCiv. Sucasné trendy vo vyvoji extrakénych technik su
zamerané na zvySenie selektivity extrakcie, minimalizaciu pouZivania organickych
rozpustadiel, zrychlenie a plnd automatizaciu extrakéného procesu. Nové sorbenty
musia splfiat mnoZstvo poziadaviek ako napr. stabilita, opakované pouiitie,
univerzalnost a nizke naklady, v éom polymérne materialy vynikajd. Polyméry mozu byt
pripravené v tvare vrstiev, vldkien ¢i sférickych Castic.

Nevyhodou SPE koléniek naplnenych nanocasticami je vysoky spatny tlak, kvoli
ktorému nemédzu byt pouZité vysoké prietokové rychlosti. Problémom s vysokym tlakom
je mozné sa vyhnut pouzitim plosného usporiadania nanovlakien [20, 22].

Doterajsie vyuZitie nanovldkien ako sorbentov

Qian Xu et al. (2010) pouzili disky PA6 (produkovany elektrospinningom)
s planarnou orientaciou nanovldkien pri extrakcii docetaxelu z kralicej plazmy za
dosiahnutia 85% vytaznosti. PA6 si zvolili na zaklade ich predoslého vyskumu, v ktorom
demonstrovali vysoku extrakénu ucinnost PA6 pre nizko polarne zIGéeniny vo vodnych
roztokoch ako su napr. estrogény Ci estery ftalatov. Tento polymér je bezne pouZivany
pri izolaciach a extrakciach latok s fenolickymi funkénymi skupinami ako su flavonoidy
a antokyany [24].

Hlavnymi vyhodami membran ¢i diskov oproti SPE koldonkam su vacsia prierezova
plocha a nizsi spatny tlak, co umozni Upravu vzoriek pri vyssich prietokovych rychlostiach
a teda jednoduchsiu pracu so vzorkami vaésich objemov [25]. Pocas skimania extrakcie
docetaxelu z krali¢ej plazmy bol skimany tiez vplyv pH roztokov vzoriek na proces SPE.
Konkrétne v rozsahu pH 3 - 10 a bolo zistené, Ze v rozsahu pH 4 - 9 nebola znaéne
zmenena efektivita extrakcie analytov, zatial ¢o pri pH 3 bola vytaznost vyznamne
znizend a PA6 mohol byt pri pH < 3 protonizovany na amidovej skupine a Struktura
vlakien bola narusena. Vytaznost bola nizka aj pri pH 10 a teda Gprava pH krali¢ej plazmy

nebola nutn4, lebo pri jej prirodzenom pH 6 - 7 bola dosiahnuta vysoka vytaznost [25].

22



Tato nova analytickd metdda s pouzitim nanovldkien z nylonu 6 ako sorbentu, bola
vyvinuta a validovana v spojeni s HPLC-UV a pre extrakciu stacilo 2,5 mg nanovlakien
a 100 pl desorpéného rozpustadla. LOD bol 2 ng.mL?. Metdda pouZita v tejto studii je
jednoduch3, selektivna, citlivd, presna a spravna, a teda zodpoveda poziadavkam analyz
biologickych vzoriek [25].

Hakova et al. (2018) pouzili PA6 nanovldkna ako sorbent pre systém online SPE -
UHPLC na analyzu bisfenolu A. Tento systém bol testovany pre stanovenie bisfenolu A vo
vzorkach rieénej vody. Bolo pouzitych 40 mg nanovlakna vloZzeného do kratkej kolénky
(5 x 4,6 mm) pred UHPLC kolénou. Pre identifikaciu a kvantifikaciu bisfenolu A bola
pouzitd fluorescenénd detekcia. LOD bol 0,6 pg.L ™.

Okrem toho bola testovana aj stabilita pouzitych nanovlakien pocas analytickych
stanoveni. Kolénka s nanovlakennym sorbentom bola odvazend pred a po analyzach
a nebolo zistené ani rozpustenie, ani strata nanovldkien po vSetkych prevedenych
analyzach. Skenovacim elektrénovym mikroskopom bola sledovanad Struktura
nanovlakien, ktord sa po analyzach nezmenila, dosSlo len k miernej mechanickej
deformacii. Takto vyvinuta metdda bola Uspesne pouzita pre stanovenie bisfenolu A vo
vzorkach riek v Ceskej republike [26].

Podobny systém bol pouZity Hakovou et al. (2020) pre on-line SPE-UHPLC analyzu
resveratrolu v ¢ervenom vine s pouzitim roéznych typov nanovlakien a mikrovlakien,
ktoré boli porovnavané s komerénym molitickym C18 sorbentom. Boli testované PA6,
PAN apolydopaminom  potiahnuté PCL nanovldkna atiez kompozitné
nano/mikrovlakenné materialy nPCL/uPCL a nPVDF/uUPCL . V porovnani s nPVDF/uPCL a
nPCL/UPCL polymérmi, vykazovali PCL vldkna potiahnuté dopaminom zvysenie retencie
polarnych latok vo vinach. Resveratrol sa najviac zadrzal na nPVDF/uPCL vlaknach a tiez
bol u tohto materidlu pozorovany najlepsi tvar piku. VSetky materidly obsahujice PCL
mali podobnu extrakénu efektivitu ako komerény C18 sorbent, ale doslo k lepSiemu
precisteniu extraktu. Najvhodnejsim materidlom pre extrakciu resveratrolu z ¢erveného
vina bol teda kompozitny material nPVDF/uPCL. Bolo pouzZitych 45 mg tohto
nano/mikrovlakenného sorbentu vloZzeného do koldnky. Zistend medza detekcie bola
2,4 pg.L 1 [27].

Sramkova et al. (2019) testovali extrakéné vlastnosti nanovlakien v systéme SPE-

SIA za poutzitia drziaka vyrobeného 3D tlacou. Analyzované boli latky rézneho
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charakteru, napr. nesteroidné antiflogistika (diklofenak, ketoprofén, ibuprofén,
naproxén), steroidné hormény  (etinylestradiol,  desogestrel,  norgestrel,
noretinylextradiol), antiulceréza (cimetidin, ranitidin), antihypertenzivum hydralazin,
antiastmatika (klenbuterol, salbutamol), bisfenol A ¢i pesticid metsulforon metyl. Do 3D
drziaka boli vloZzené nanovldkna s priemernou hmotnostou 3 mg. Pouzité boli polyméry
PAG6, PVDF, PAN, PS, PE a kompozitny material uPCL/nPVDF.

Vysledky analyz ukazali, Ze ako najuniverzalnejSie nanovlakenné sorbenty sa javia
PVDF a uPCL/nPVDF. PAN vykazoval vysoku afinitu pre menej lipofilné latky. PVDF
nanovlakna vykazovali najlepSie vysledky s ohladom na retenciu vacsiny zo 17

testovanych latok [20].

3.3.4 Vybrané typy nanovlakien

Polyamid 6 (PA6)

Nazyvany aj nylon 6, bol syntetizovany v roku 1952 a po polystyréne je druhym
najpouzivanejsim polymérom. Patri do skupiny polyamidov, pre ktoré je typicky linearny
retazec tvoreny amidovymi skupinami oddelenymi metylénovymi mostikmi. Vyznam
tohto usporiadania pre extrakéné ucely je nasledovny. Amidové skupiny zodpovedaju za
spajanie polymérnych retazcov vodikovymi vazbami do vyslednych vldkien. Hydrofébne
uhlovodikové retazce umoznuju vznik nepolarnych interakcii zavislych na
polyamidovych monoméroch, zatial ¢o hydrofilné amidové skupiny podporuju zmacanie
vldkien vodou, o zefektiviiuje prenos cielovych zlicenin zo vzorky na vlakna [22, 24].
Polyamidy patria medzi najcastejSie pouZivané technické polyméry, najma vdaka
dobrému pomeru ceny a vlastnosti. Medzi najdblezZitejSie vlastnosti polyamidov patri
dobrd odolnost voci horeniu a oderu, vysoka chemicka odolnost, vyborné dielektrické
vlastnosti, odolnost voci starnutiu, dobrd tuhost a pevnost aj pri nizkych teplotach,
vysokd odolnost proti mastnym aromatickym materialom, schopnost absorpcie vody,
nepriepustnost pre kyslik a tiez dobra dostupnost vychodiskovej suroviny kaprolaktamu

[28].
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Polykaprolaktén (PCL)

Ide o biodegradovatelny, biokompatibilny, semikrystalicky, termoplasticky
linedrny polyester s nizkou teplotou topenia okolo 60°C, ktora umozniuje jednoduché
spracovanie a nizkou teplotou skleného prechodu okolo -60°C (pod fou sa polymér
nachddza v sklovitom stave - krehky, tvrdy). PCL je pripravovany polymerizaciou
otvorenim  kruhu  monoméru  e-kaprolakténu za  pouzitia  katalyzatora
a nizkomolekularnych alkoholov pre kontrolovanie molekulovej hmotnosti polyméru.
PCL je rozpustny v chloroforme, dichlormetane, benzéne, toluéne ¢i cyklohexdne pri
izbovej teplote. Naopak ma zIU rozpustnost v acetdne, acetonitrile ¢i alkohole. PCL moze
byt pridavany k ostatnym polymérom pre zlepsenie odolnosti vocéi trhlindam v dosledku
napatia, farbitelnosti a prilnavosti. Vdaka jeho pomalej degradacii a nizkej toxicite je

vhodny pre systémy s dlhodobym uvolfiovanim lieciv [29].

Polyimid (PID)

Polyimidy sa radia medzi polyméry s velmi vysokou tepelnou odolnostou (pri
dlhodobom pouziti su stabilné pri teplotach do 200°C, pri kratkodobych aplikaciach az
do 480°C), ich dalsimi vyznamnymi vlastnostami je ich termo-oxidativna stabilita,
vyborné dielektrické vlastnosti, vysoka odolnost voci rozpustadlam a radiacii a tiez
vysokd mechanicka pevnost. Tieto polyméry su vSak casto zle rozpustné v beznych
rozpustadlach a maju vysoké teploty maknutia, ¢o robi ich spracovanie naro¢nym alebo
prilis nakladnym, moze to vsak predstavovat vyhodu pri pouziti v analytickej chémii. Su
syntetizované polykondenzaciou aromatickych dianhydridov a aromatickych diaminov.
NajbeznejSim spdsobom produkcie polyimidov je vyuZitie polyamidkarboxylovej
kyseliny ako prekurzoru, ktory je nasledne cyklizovany pri vysokej teplote (150 - 300°C)
za odstiepenia vody na polyimid. Maju Siroku Skalu aplikdcii napr. v leteckom priemysle,
mikroelektrotechnike, pri vyrobe displejov s kvapalnymi krystalmi (LCD monitory), pri

vyrobe nanocastic, adheziv ¢i pri membranovej separacii plynov [30].

Struktury polymérov, z ktorych su pripravené pouZité nanovldkna st uvedené

v kapitole 4.2.
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3.4 Analyzované latky

Pesticidy

Pesticidy  tvoria  pocetnd  skupinu  biocidnych  latok  pouZivanych
v polnohospodarstve, vodohospodarstve a lesnictve najma na ochranu uzitkovych
rastlin.
Z hladiska biologickej uc¢innosti su ich najvyznamnejsimi podskupinami [31]:
e insekticidy — prostriedky k hubeniu hmyzu,
e herbicidy — prostriedky proti burinam,
e fungicidy — prostriedky proti Skodlivym parazitickym hubam.

Z hladiska p6sobenia na ciefovy organizmus sa pesticidy delia na systémovo
posobiace, ktoré prenikaju do celého organizmu rastliny, a na kontaktne posobiace,
ktoré zostavaju na povrchu organizmu [31].

Neonikotinoidy

Neonikotinoidy patria do skupiny syntetickych systémovych insekticidov, teda
pesticidov ur¢enych na hubenie hmyzu. Neonikotinoidy si odvodené od pyridinového
alkaloidu nikotinu. Ako insekticidy boli vyvinuté a registrované od 90. rokov 20. storocia
predovsetkym kvoli rasticej skrizenej rezistencii znadmerného pouzZivania
organofosfatovych a karbamatovych insekticidov. Postupne sa neonikotinoidy stali
celosvetovo najpredavanejSou triedou insekticidov [32].

Ich hlavnymi vyhodami su vysoka ucinnost, selektivita, systémovy ucinok,
dlhotrvajuci efekt a vSestrannd aplikdcia vhodna pre plodiny ako obilie, zelenina, ale aj
rézne druhy ovocia.

Chemicka struktura analytov

Neonikotinoidy klasifikujeme na zaklade chemickej Struktury ako N-nitroguanidiny
(imidakloprid, tiametoxam, klotianidin a dinotefuran), nitrometylény (nitenpyram) a N-
kyanoamidiny (acetamiprid a tiakloprid) [34]. Okrem tychto latok bola analyzovana aj 6-
chloronikotinova kyselina ako jeden z metabolitov imidaklopridu.

Neonikotinoidy radime do troch generdcii. Medzi neonikotinoidy prvej generacie
patri acetamiprid, imidakloprid, nitenpyram a tiakloprid, pre ktoré je charakteristicky 6-
chloro-3-pyridylovy heterocyklus. Do druhej generacie patri klotianidin a tiametoxam,

ktoré obsahuju 2-chloro-5-tiazolylovd skupinu. Dinotefuran ako zastupca tretej
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generdacie obsahuje 3-tetrahydrofuranylovu funkénu skupinu [35]. Jednotlivé Struktury

analytov su zobrazené na obrazku 5.

N-kyanoamidiny N-nitroguanidiny H/NOQ
X N/
| /L X NN
= NP N
Cl N NN = L/
Acetamiprid Cl N Imidakloprid

N

N/?

/4 cl s
HN<_

Cl
Tiakloprid Klotianidin
Nitrometylén NO, cl
| T o)A
N " — N| Y YNOZ
H N
/ 0/ \
cl b Nitenpyram Tiametoxam
Pyridinkarboxylova kyselina
@] H N
\(/ \N02
XX OH
HN\
_— Dinotefuran
Cl N

6-Chloronikotinova kyselina

Obrdzok 5: Struktury analytov

Fyzikalne-chemické vlastnosti analytov

Vsetky neonikotinoidy vykazuju vysoku rozpustnost vo vode, ktord umoziuje ich
systémové pobsobenie. Vo vode su pri anaerébnych podmienkach a neutrdlnom alebo
mierne kyslom pH odolné voci hydrolyze. Pri urcitych podmienkach viak mo6zu podliehat
fotodegraddcii (napr. v plytkych vodach svysokym prienikom svetla). Vysoka

rozpustnost a stalost tychto insekticidov vo vode aj v péde podporuju ich pohyb
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povrchovym a podpovrchovym odtokom, ¢o vedie k nadmernej stdlosti v Zivotnom

prostredi [32].

Mechanizmus ucinku neonikotinoidov

Ich systémovy Ucinok je zaloZzeny na neurotoxicite sp6sobenej agonistickou vazbou
na postsynaptické nikotinové acetylcholinové receptory (nAChRs) v centralnom
nervovom systéme bezstavovcov, ¢im kompetuju s acetylcholinom ako prirodzenym
neuromediatorom ateda dochdadza k blokdde prenosu signalov. Ich afinita k nAChRs
stavovcov je ovela nizsia, pravdepodobne kvoli odlisSnej konfiguracii podjednotiek tohto

receptora, ¢im je zaisteny selektivny Ucinok na hmyz [32, 36].

Neonikotinoidy su pohlcované korerimi, pripadne listami a postupne prenikaju do
ostatnych casti rastlin, vdaka ¢omu su s vyhodou pouzivané na morenie semien, Cize
aplikaciu insekticidov na semeno este pred siatim. Takto je zabezpecena ochrana nielen
semena, ale nasledne aj celej rastliny pred skodcami. Iné formy pouZitia zahfnaju napr.

postreky ¢i granule [37].

Toxicita neonikotinoidov

Neonikotinoidy ako Sirokospektré systémové insekticidy su toxické pre hmyz v
minimalnych mnoZstvach v porovnani sinymi skupinami insekticidov, napr. stredna
smrtelnd davka LDso po ingescii imidaklopridu a klotianidinu véelami medonosnymi je 5
a 4 ng na jednu vcelu, ¢o je v porovnani s dichldrdifenyltrichléretdanom 1/10 000 jeho
LDso [38]. Koncentracie v rastlinnych tkanivach, ktoré st schopné zabezpedit dostatocnu
ochranu pred Skodlivym hmyzom sa pohybuju v rozmedzi od 5 do 10 ppb [39]. Rozdiely
v toxicite jednotlivych neonikotinoidov pre suchozemsky hmyz existuju na zdklade ich
molekularnych struktdr. Molekuly neonikotinoidov méZzu obsahovat elektronegativnu
nitro- (imidakloprid, klotianidin, dinotefuran, tiametoxam) alebo kyano- (acetamiprid,
tiakloprid) substituovanu heterocyklicku skupinu. Kyano- substituované neonikotinoidy
s menej toxické pre véely medonosné v porovnani s nitroderivatmi. Tato redukovana
toxicita vyplyva z nizsSej toxicity metabolitov tychto latok a takisto zo zvySeného

metabolizmu cytochromami P450 [40].
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Environmentalne ddsledky pouzivania neonikotinoidov

Pouzivanie neonikotinoidovych insekticidov v polhnohospodarstve neovplyviuje
len Skodcov uzitkovych rastlin, ale aj prospesné druhy hmyzu ako napriklad vcely
medonosné. Tieto sa mozu lahko dostat do kontaktu s neonikotinoidmi, kedZe su
distribuované do réznych rastlinnych ¢asti ako napriklad aj pel ¢i nektar. Po tomto
kontakte m6Zu byt insekticidy prenesené do ulov a ich rezidud mézu byt najdené vo
vcelich produktoch [35].

Taktiez pritomnost neonikotinoidov vo vodnych ekosystémoch méze znamenat
riziko pre citlivé vodné bezstavovce, na ktorych zavisi vyziva vodnych stavovcov. Hlavnou
cestou prenosu insekticidov do vodnych ekosystémov je odtok povrchovej vody po
dazdoch alebo topeni snehu a nasledny prechod do podzemnych véd [32].

Nadmerné pouzivanie neonikotinoidovych insekticidov vyzaduje vhodné
analytické metddy pre detekciu a kvantifikaciu ich rezidui v rastlinnych ¢i ZivocisSnych
produktoch. ZloZzenie medu zavisi najma na pévode zberaného nektaru z kvetin. Med
ako velmi rozSirenda potravina prirodného pévodu musi podliehat mnohym
bezpecnostnym parametrom, jednym z nich je aj pritomnost rezidui pesticidov a ich
metabolitov, ktord musi byt monitorovana. Je potrebné brat do uUvahy, Ze viely
medonosné sa na poliach lahko dostavaju do kontaktu s plodinami oSetrenymi
pesticidmi. V poslednych rokoch bolo preto publikovanych mnoho analytickych metéd
pre analyzy pesticidov pritomnych vo vcelich produktoch, ale i v prirodnych vodach ¢i

inych vzorkach. Prehlad metdd vyvinutych v rokoch 2015-2020 je v nasledujucej tabulke.

Tabulka 1: Prehlad metdd stanovenia neonikotinoidov vyvinutych v rokoch 2015-2020

. - Separacia/ Vytaznost
Analyt Matrica | Uprava vzorky detekcia LOD (ppb) (%) Ref.
'I'EAI\SIE'-l)—(' SPE 0,6-1,4
MID, CLTD, Kiwi (PSsOAr;SEtB) LC-MS/MS 78-96 [41]
DNTF
ACET Vigna dSPE
’ &inska (MWCNTSs) GC-MS/MS 1-2 96-104 | [42]
TMTX ,
(fazula)
ACET, . ,
DNTF, NTP, 'L::Z'éy SPE unpc- | 203007 830923 | [43]
TMTX, TIA, (HLB sorbent) | (ESI)MS/MS e
IMID, CLTD
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DNﬁgEL,TP SPE LoQ
P i -ESI- 1-10 -
TMTX, TIA, vino (HLB sorbent) SFC-ESI-MS 87-104 [44]
IMID, CLTD
ACET, Ionclsn;)e(nlc—
DNTF, NTP, . . HPLC/MS/ 0,3-3
TMTX, TIA, med plsy:)]cei;c(z\\//ea]rs]E):;Ii(y MS 72-111 [45]
IMID, CLTD v
sorbentmi
ACET,
DNTF, NTP, 1,5-2,5
TMTX, TIA, med DLLME HPLC-DAD 70-120 [46]
IMID, CLTD
TMTX, TIA
! ’ LLE- E LC-
IMID, ACET, | vceli pel dsp Ll\J/g;MCS 0,02-0,72 81-87 [47]
CLTD
ACET,
DNTF, NTP, 1-29
TMTX, TIA, pbda SLE MEKC-UV ! 73-92 [48]
IMID, CLTD,
6-CnA
disperzna
extrakcia tuhou
TMTX, ovocie a ,
IMID, ACET | zelenina fa.z.ou , HPLC-DAD 1-100 64-128 [49]
modifikovany
zeolite NaY

ACET - acetamiprid, IMID - imidakloprid, TMTX - tiametoxdm, DNTF - dinotefuran, NTP -
nitenpyram, TIA - tiakloprid, CLTD - klotianidin, 6-CnA - 6-chloronikotinovd kyselina, LOD - medza
detekcie, LOQ - medza stanovitelnosti, SPE - extrakcia tuhou fdzou, PSA - primdrny a sekunddrny
amin, GCB - grafitizovany uhlik, LC-MS/MS - kvapalinovéd chromatografia s tandemovou
hmotnostnou spaktrometriou, dSPE- disperznd extrakcia tuhou fdzou, MWCNTs- uhlikové
nanotrubice, GC - plynovd chromatografia, HLB - hydrofilne-lipofilne vyrovnany kopolymeér,
(U)HPLC - (ultra)vysokoucinnd kvapalinova chromatografia, ESI - ionizdcia elektrosprejom, SFC -
superkriticka kvapalinovd chromatografia, DLLME - disperznd kvapalinovd mikroextrakcia, DAD
- detektor s diédovym polom, LLE - extrakcia kvapalina/kvapalina, SLE - extrakcia kvapalina/tuhd
ldtka, MEKC - miceldrna elektrokinetickd chromatografia.

Zakaz pouzZivania neonikotinoidov v Eurdpskej unii

UZ v roku 2013 bolo Eurdpskou komisiou na zaklade varovania Eurépskeho uradu
pre bezpecnost potravin (EFSA) prisne obmedzené pouzivanie troch neonikotinoidov -
klotianidinu, imidaklopridu a tiametoxamu po potvrdeniich negativneho vplyvu na véely
medonosné prvymi Studiami. Vtedy sa zakaz tykal len rastlin, ktoré pritahuja véely ako

napr. repka olejnd ¢i slnec¢nica a mal byt len docasny na dobu 2 rokov. V dalSich
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podrobnejsich studidach vsak bolo zistené, ze uvedené insekticidy predstavuju riziko
nielen pre véely medonosné, ale aj pre divé véely [33].

V roku 2018 boli Eurdépskou komisiou predlozené ndvrhy o rozsireni zakazu
vonkajsieho pouZitia tychto troch ucinnych latok na vSetky plodiny a tieto navrhy boli
podporené kvalifikovanou vacsinou clenskych sStatov. Ich pouzitie je teda moziné len
v trvalych sklenikoch. Tykaju sa toho nariadenia ¢. 2018/783 (imidakloprid), 2018/784
(klotianidin) a 2018/785 (tiametoxam) Eurdpskej komisie z diia 29. maja 2018, ktoré
platia pre Eurdpsky hospoddarsky priestor. V tychto nariadeniach je uvedené, Zze semena
osSetrené pripravkami na ochranu rastlin s obsahom imidaklopridu, klotianidinu resp.
tiametoxamu sa nesmu uvadzat na trh ani pouzivat, okrem tychto pripadov:

a) semena su uréené vyhradne na poutZitie v trvalych sklenikoch,
b) a vysledna plodina zostane v trvalom skleniku pocas celého svojho Zivotného cyklu
[50, 51, 52].

V sulade s nariadenim (ES) ¢. 1107/2009 mohli ¢lenské Staty v pripade potreby
najneskor do 19. septembra 2018 zmenit alebo zrusit existujice autorizacie pripravkov
na ochranu rastlin s obsahom imidaklopridu, klotianidinu ¢i tiametoxamu ako Ucinnych
latok [53].

Okrem tychto troch Ucinnych latok Eurépska komisia na zdklade odporucania EFSA
vo svojom vykonavacom nariadeni (EU) 2020/23 z dfia 13. janudra 2020 neobnovila
schvalenie ucinnej latky tiakloprid v sulade s nariadenim Eurépskeho parlamentu a Rady
(ES) €. 1107/2009 o uvadzani pripravkov na ochranu rastlin na trh a o zmene prilohy k
vykondvaciemu nariadeniu Komisie (EU) ¢. 540/2011. Obdobie platnosti schvélenia
ucinnej latky tiakloprid v zmysle ¢asti A prilohy k vykondvaciemu nariadeniu (EU) &.
540/2011 uplynulo 30. aprila 2020. Clenské $taty zrusia autorizacie pripravkov na
ochranu rastlin s obsahom tiaklopridu ako ucinnej latky najneskér 3. augusta 2020 [54].

Bez obmedzeni zostdva pouizitie acetamipridu, ktory je zaroven poslednym

z piatich neonikotinoidov, ktoré boli v roku 2005 schvalené pre pouZitie na trhu v EU.

31



4. Experimentalna ¢ast

4.1 Pouzité pristroje a pomocky

-SIChrom™ system (FlAlabs Instrument Systems, Inc., USA) s piestovou pumpou
Sapphire™ S17PDP (objem 4 ml) a 8-cestnym selekénym ventilom

-softvér FIAlab® pre Windows, verzia 5.9.321

-spektrofotometer USB 4000 (Ocean Optics, Ocean Optics Inc., Dunedin, USA),

-UV lampa model D 2000 (Ocean Optics, Ocean Optics Inc., Dunedin, USA) ako
zdroj svetla pripojena cez optické vlakna k detekcnej cele

-detekcna cela — Z cela, opticka drdha 1 cm, Ultem

-PTFE hadicky o vnutornom priemere 0,8 mm

-drziak na nanovlakna vyrobeny 3D tlacou

-analytické vahy

-pH meter Hanna Instruments

-ultrazvukova vana (Bandelin Sonorex Digitec DT 52)

-magneticka mieSacka MM 2A, Laboratorni pfistroje Praha

-automatické pipety Transferpette

nosny prud
) ® 0 odpad
mie&acia cievka 7
@ drZiak s NV
O
6
% 3 eluent
g 4 3
< w , -
g* selekény ventil
5 vzorky
=
[s5)

Obrdzok 6: Schéma usporiadania SIA, upravené podla [20]
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4.2 Pouzité chemikalie a testované latky

e Metanol pre HPLC, VWR, Ceska republika

e Acetonitril pre HPLC, VWR, Ceska republika

e Kyselina chlorovodikova p.a., Sigma Aldrich, Ceska republika

e Tris(hydroxymetyl)aminometdn (1,2 g/lI) Sigma Aldrich, Ceska republika

e Dopamin (2 g/l) Sigma Aldrich, Ceska republika

e Destilovand voda pripravenad pristrojom MiliQ, odpor 18 MQ x cm

Standardy testovanych latok: dinotefuran, nitenpyram, tiametoxam,

chloronikotinova kyselina, klotianidin, imidakloprid, acetamiprid, tiakloprid (Pestanal®

analytické standardy, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Fyzikalne a chemické vlastnosti

analyzovanych latok st uvedené v tabulke 3.

Nanovldkna boli vyrobené a poskytnuté Technickou univerzitou v Liberci, Katedrou

textilni, ktord ich vyrdba elektrostatickym zvldkfiovanim pomocou technoldgie

Nanospiderrv. Pouzité nanovlakna su uvedené v tabulke 2.

Tabulka 2: Nanovldkna pouZivané v diplomovej prdci

Typ nanovlakna Pouzita skratka Struktura
@]
i H
Polyamid PA N
n
0] 0]
Polyimid PID el J-L J
\R1 lN
R, .
0]
Polykaprolaktén PCL
@]
n
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Tabulka 3: Fyzikdlne a chemické vlastnosti analytov podla databdzy PPDB: Pesticide

Properties DataBase

Analyt [g;\:l:o” logP pKa VE(:IZOP du:t[rr:);;'l]
DNTF 202,21 -0,55 12,6 39830
NTP 270,72 -0,66 31 590000
TMTX 291,71 -0,13 - 4100
6-CnA 157,55 2,70 3,2 2000
CLTD 249,68 0,73 11,1 340
IMID 255,66 0,57 - 610
ACET 222,67 0,80 0,7 2950
TIA 252,72 1,26 - 184
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4.3 Priprava roztokov

4.3.1 Priprava zasobnych a pracovnych roztokov

Pracovné roztoky o koncentracidch 1, 2,5 a 5 ppm boli pripravované nariedenim
zasobnych roztokov insekticidov v acetonitrile o koncentracii 500 ppm. Z prislusnych
zasobnych roztokov bolo pipetovanych 200 pl do 10 ml odmernych baniek, ktoré boli
nasledne doplnené destilovanou vodou po rysku. Takto pripravené roztoky
o koncentracii 10 ppm boli pouzité pre pripravu jednotlivych pracovnych roztokov. Pre
koncentraciu 1 ppm bol pipetovany 1 ml, pre koncentraciu 2,5 ppm bolo pipetovanych
2,5 ml apre koncentraciu 5 ppm bolo pipetovanych 5 ml, ktoré sme doplnili
destilovanou vodou do 10 ml sklenenych odmernych baniek. Zasobné aj pracovné

roztoky boli uchovavané na chladnom a tmavom mieste.

4.3.2 Priprava elucnych Cinidiel

Ako elu¢né cinidla boli pouzité r6zne koncentracie metanolu (50%, 75%, 90%),
ktoré boli pripravené odmeranim daného mnozstva metanolu (50, 75, 90 ml) a pridanim
50, 25 alebo 10 ml destilovane]j vody. Takto pripravené roztoky boli ndsledne odplynené

vloZzenim do ultrazvukovej vane.
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4.4 3D- tlaceny drziak na nanovlakna

Pri analyzach bol pouzity drziak vyrobeny 3D tlacou firmou TriLab Company
(Hradec Kralové, Ceska republika) za pouzitia tla¢iarne FormLab 2 (Formlabs Inc.
Massachusetts) z polyakrylatu Clear Resin. DrZiak pozostdva z dvoch do seba
zapadajucich kusov o rozmeroch 25 x 25 x 15 mm, ktoré su spajané Styrmi skrutkami.
Stredova cast je navrhnutad kvloZeniu nanovldkennych diskov o priemere 13 mm.
Sucastou oboch kusov je prietokovy kanal rozvetvujici sa na mensie kanaliky, aby bola
zaistena distribucia analytu na celd plochu nanovldkenného disku [20]. Mftvy objem

tohto drziaka bol 200 pL.

Disky nanovldkien boli pred naplnenim do 3D tlaceného drZiaka vystrihované
z celistvého kusu dodanej textilie. Do drziaka boli manudlne vkladané 4 vrstvy
nanovlakennych diskov pomocou plastovej pinzety. Drziak bol v systéme umiestneny
medzi selekénym ventilom a detekénou celou za pouzitia ¢o najkratSej hadicky, aby
nedochadzalo k disperzii eludtu pred vstupom do detekcnej cely aje zobrazeny na

obrazkoch 7 a 8.
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Obrdzok 7: DrZiak vyrobeny 3D tlacou [20]

Obradzok 8: DrZiak vyrobeny 3D tlacou
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4.5 Modifikacia povrchu nanovlakien
(potahovanie polydopaminovou vrstvou)

Meranie analytov bolo prevedené aj s potahovanymi diskami nanovlakien. Ako
potah bola pouZitd zmes dopaminu a tris(hydroxymetyl)aminometanu, v ktorej doslo
k polymerizac¢nej reakcii za vzniku polydopaminu. Polydopaminovy potah bol pripraveny
s ciefom zvysit retenciu viac hydrofilnych analytov na testovanych nanovlaknach, resp.
overit tuto moznost [54]. Pre potahovanie bolo pouZitych 0,3 g
tris(hydroxymetyl)aminometanu a 0,5 g dopaminu, ktoré boli rozpustené v 250 ml
destilovanej vody. Pomocou HCl bolo pH roztoku upravené na 8,5 (zmerané digitdlnym
pH metrom) a do dvoch kadiciek s takto pripravenymi roztokmi boli viozené disky
z nanovldkien, uloZzené v drziakoch sluziacich na ochranu nanovldkien a ponechané
v kuipeli na magnetickej mieSacke po dobu 4 hodin za stdleho miesania (batch protokol).
Po ukonéeni potahovania boli disky nanovlakien z drZiakov vybrané a dékladne premyté

destilovanou vodou tak, aby sa odstranili zvysky polymerizacnej zmesi.

Potahovanie polydopaminom bolo takisto vyskusané aj za pouzitia peristaltickej
pumpy, ktora precerpavala polymerizacni zmes cez drziak s nanovlaknami rovnako po

dobu 4 hodin pri rychlosti 250 otacok za minutu.

4.6 Metdda merania

Pred kazdym prvym meranim po spusteni systému bolo potrebné cely systém
vratane piestovej pumpy premyt destilovanou vodou, ¢im bol cez kazdu hadic¢ku
aspirovany urcity objem vody a vSetko bolo smerované do odpadu. Nasledne bolo nutné
zmerat tmavé spektrum a po zapnuti UV lampy zmerat referenéné spektrum. Zvolené
vinové dizky boli 254, 270 a 330 nm, pricom posledna vinova dizka bola pouZitd ako
referencnd. Pokracovalo sa kondicionovanim drziaka 400 pl 75% metanolu rychlostou
10 pl/s. Po prebehnuti tychto krokov bola premyta hadi¢ka vzorky a systém tym bol
pripraveny na meranie. V prvom kroku sa aspirovalo do priestoru Cerpadla 500 ul
destilovanej vody ako nosného prudu rychlostou 200 pl/s. Potom prebehla aspiracia
danej vzorky o objeme 100 pl z prislusného portu rychlostou 10 pl/s. Tato vzorka bola
privedend do drZiaka s nanovlaknami a nasledovalo meranie absorbancie davkovacej

fazy spektrofotometrom. Nasledne bolo aspirovanych 500 pl nosného prudu rychlostou
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100 pl/s adalej 100 pl eluéného cinidla rychlostou 200 pl/s. Eluéné cinidlo preslo
drziakom prietokovou rychlostou 10 pl/s a nasledovalo meranie eluénej fazy
spektrofotometrom. Opakovanie celej analyzy prebiehalo podla nastaveného programu
trikrat. Po ukonéeni merani bolo takisto nutné cely systém premyt destilovanou vodou.

Pouzity program je uvedeny v tabulke 4.

Tabulka 4: Protokol metody pouZitej v testovani extrakcnej ucinnosti nanovldkien

Prikaz Objem Prietokova Port Poznamka
rychlost
Aspiration .
I 2 I 2 Aspira 5h '
of carrier 500 p 00 ul/s spirdcia nosného prudu
Sa.mp!e 100 i 10 ul/s 5 Aspiracia vzorky
aspiration
Sample loading Davkovanie vzorky
Spectrometer Meranie absorbancie
Absorbz.amce 10 /s 8 davkovacej fazy
Scanning
Spectrometer Ukoncenie merania
Stop Scanning absorbacie
Aspiration of s , .
500 pl 100 pl 2 A h d
water i ul/s spirdcia nosného prudu
Aspiration of -
the eluent 100 pl 200 pul/s 7 Aspiracia eluentu
Eluti d . .
ution an 10 ul/s 8 Eldcia a meranie
measurement
Spectrometer
Absorbance Meranie absorbancie
Scanning eluénej fazy
Delay (sec) 55 Pockat 55 sekund
Spectrometer Ukoncenie merania
Stop Scanning absorbancie

* za kazdym krokom bol vloZeny prikaz ,,Delay until done”
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5. Vysledky a diskusia

5.1. Vyber vinovych dizok a testovanie drziaka

V prvych experimentoch boli zistované optimalne vinové dizky pre stanovovanie
jednotlivych analytov. Zvolené boli vinové dizky v maxime absorbancie danych latok, ako
je znazornené v grafe 1. Toto meranie prebehlo v prostredi destilovanej vody s roztokmi
v koncentracii 1 ppm, bol aspirovany objem 100 pl a slepou vzorkou bola destilovand

voda. Nebol pouzity drziak s nanovldknami.

254 nm 270 nm
0,06 A

0,05 -
0,04 -

0,03 - n

absorbancia [AU]

0,02 4 - n = n

0,01 -

0,00 L ==
blank DNTF NTP TMTX 6-ChA CLTD IMID ACET TIA

Graf 1: Porovnanie maxima absorbancie analytov v koncentrdcii 1 ppm pri jednotlivych
vinovych dizkach

V tabulke 5 su uvedené namerané hodnoty Amax jednotlivych analytov. Tieto

hodnoty boli pouZité pri vyhodnocovani dalSich experimentov.

Tabulka 5: Maximdlne vinové diZky analytov

Analyt DNTF NTP | TMTX | 6-CnA | CLTD | IMID | ACET TIA

Amax[nm] | 270 270 254 270 254 270 254 254

Daldim krokom bolo porovnanie hodnét absorbancie a ploch pikov analytov bez
pouZitia drZiaka as drziakom s ciefom overit moznost pouZitia drziaka pre meranie.
Vysledkom bolo zistenie, Ze piky absorbancie pocéas davkovacej fazy boli mensie
pri pouZiti drziaka, ¢o by mohlo znamenat, Ze na samotnom drzZiaku boli zadrZané
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analyty. Pri porovnani pléch pikov bolo zistené, Ze tie su vacsSie pri pouziti drziaka.
Vysvetlenim je disperzia vznikajuca pri pouziti drziaka, kvoli ktorej doslo k zniZzeniu
a rozsireniu pikov. Na drZiaku by teda neonikotinoidy nemali byt zadrziavané a tento typ
drziaka moze byt pouZity pre merania.

Porovnanie hodn6t je zobrazené v grafoch 2 a 3.

0,05 -
M bezdrziaka M sdrziakom

0,04 -

0,03 -

absorbancia [AU]

0,02 -

0,01 -

0,00 -
DNTF NTP  TMTX 6-CNA CLTD IMID  ACET TIA

Graf 2: Vyska pikov ddvkovacej fazy jednotlivych analytov v koncentrdcii 1 ppm, za
pouZitia 50% ACN ako eluéného Cinidla
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0,80 -
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0,60 -
0,40 -

0,20 -
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DNTF NTP  TMTX 6-CNA CLTD IMID  ACET TIA

Graf 3: Plocha pikov ddvkovacej fazy jednotlivych analytov v koncentrdcii 1 ppm, za
pouZitia 50% ACN ako eluc¢ného Cinidla
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5.2 Vyber a porovnanie nanovlakien

Vyber nanovldkien v tejto Studii bol zalozeny na vysledkoch Dr. Horstkotte
Sramkovej, ktoré ziskala pocas jej staze na Univerzite v Granade v Spanielsku.

Analyzy boli prevadzané za pouZitia troch typov nanovldkien, ktoré ukazali sfubné
vysledky pri pilotnych pokusoch. Kazdy pouzity druh nanovldkien bol testovany aj po
polydopaminovom potahovani. NavySe bolo testované aj pouZitie kombinacie
potahovanych PID a PCL nanovldkien. Jednoznacéne najvyssi signal stanovovanych latok
bol zaznamenany pri pouZiti PID nanovldkien s polydopaminovym potahom. Na grafe 4
je mozné vidiet, Ze po polydopaminovom potahovani bola zvy3ena extrakéna efektivita
vsetkych skimanych nanovldkien. Takisto pouZitie Cistych PID nanovldkien vyzerd byt
slubné a to najma u menej polarnych analytov. Najvacsou vyzvou boli elucie polarnejsich
analytov, ktoré oproti ostatnym analytom nevykazovali tak dobré zadrzanie na
nanovlaknach. S ciefom zvysit eltciu polarnejsich analytov bolo tieZ skisané pouZitie PID
a PCL nanovldkien s polydopaminovym potahom zaroven. Testované boli aj PA
nanovlakna, avsSak Ziadny zanalytov na nich nevykazoval retenciu. Z dévodu
prehladnosti nie su vysledky s PA nanovlaknami zanesené v grafe 4. Pri testovaniach boli
vzdy pouzité 4 vrstvy nanovldkien s vynimkou kombinacie PID a PCL nanovlakien
s polydopaminovym potahom, kde bolo pouzitych spolu 8 vrstiev. Bol aspirovany objem

100 pl vzorky. Porovnanie jednotlivych typov nanovlakien je uvedené v grafe 4.

0,14 1 wpezNV ®PID ® PID coat ® PA coat
H PCL PCL coat (PCL+PID)coat

0,12

0,10

0,08

0,06

absorbancia [AU]

0,04

0,02

0,00
DNTF NTP TMTX 6-ChA CLTD IMID ACET TIA

Graf 4: Porovnanie elucnej fazy vsetkych pouZitych typov nanovldkien pri analyze
vzoriek o koncentrdcii 2,5 ppm pri elucii 75% MeOH
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5.3 Efekt polydopaminového potahovania nanovlakien na
retenciu analytov

KedZe jednym 1z cielov tejto prace bolo overit efektivitu polydopaminového
potahovania testovanych nanovldkien, bolo potrebné optimalizovat podmienky tohto
potahovania. Potahovanie diskov nanovldkien umiestnenych v ochrannych kosi¢koch
bolo najprv prevedené v kadicke s pripravenou polymerizatnou zmesou (batch
protokol). Takto potiahnuté nanovldkna su zobrazené na obrazku 9.

Druhy testovany spOsob potahovania bol prevedeny s peristaltickou pumpou.
Takto potiahnuté nanovldkna su zobrazené na obrazku 10. Presné postupy su uvedené
v kapitole 4.5. Vizudlnou inSpekciou sme zistili, Ze k efektivnejSiemu zadrzaniu
polydopaminu na nanovldknach doslo v prvom pripade a pre dalSie experimenty boli

pouzité takto potahované nanovlakna.

Obrdzok 9: PCL nanovldkna po potahovani v batch protokole

Obrdzok 10: PID nanovildkna po potahovani v online systéme
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Prvym experimentom pri zistovani efektivity polydopaminového potahovania bolo
porovnanie merani DNTF a TIA v koncentracidach 2,5 ppm bez nanovlakien, s pouzitim
nepotahovanych PID aPCL nanovldkien a PCL nanovlaknami s polydopaminovym
DNTF a najvysSia lipofilita TIA spomedzi analytov. Na grafe 5 je viditelné, ze u DNTF
nastal len minimalny pokles absorbancie v ddvkovacej faze, z ¢oho bolo usudené, ze
polydopaminovy potah u DNTF neviedol k zvySeniu retencie analytu na nanovlaknach.
Naopak u TIA k poklesu pikov davkovacej fazy doslo a je predpoklad, Ze tento analyt sa
na nanovlaknach po potahovani polydopaminom zadrZiava vo vac¢Sej miere, nez na PCL

a PID nanovldknach bez polydopaminového potahu.

2197 mbezNV ®mPID mPCL = PCL potahovany
0,09 -
0,08 -
0,07 -
0,06 -
0,05 -

0,04 -

absorbancia [AU]

0,03 -
0,02 -
0,01 -

0,00 -

DNTF TIA

Graf 5: Porovnanie absorbancii ddvkovacej fdzy analytov v koncentrdcii 2,5 ppm,
za pouZitia 50% metanolu ako elu¢ného Cinidla

Z grafu je dalej vidiet, Ze obe latky su silnejsie zadrziavané na PID nanovlaknach.
PID potahované vldkna neboli pri tomto pokuse dostupné.

Daldie porovnanie bolo prevedené so vietkymi analytmi a bolo v fiom sledované,
¢i sa na PCL nanovldknach s polydopaminovym potahom zachytia analyty vo vacsej
miere nez na PCL nanovldknach bez potahu. Z vysledkov porovnania elucnych faz
zobrazenych v grafe 6 jasne vyplyva, Ze pri pouZiti potahovanych PCL nanovlakien boli
retencie vSetkych analytov vyssie. K zvySeniu absorbancie vSak doslo aj u slepej vzorky,

¢o mohlo byt nasledkom vymyvania polydopaminu z nanovladkien v priebehu analyz.

44



U lipofilnejsich analytov (TMTX, CLTD, IMID, ACET, TIA) vsak doslo k vyraznému zvyseniu
absorbancie veluénej faze ateda pouzZitie polydopaminom potahovanych PCL
nanovlakien ma pri ich analyze vyznam. Tym sa nepotvrdila hypotéza, 7zZe
polydopaminovy potah zvysi retenciu viac polarnych analytov, resp. nie v kombindcii

s pouzitymi nanovlaknami.

0,14 -
m PCL potahovany mPCL
0,12 -+
0,10 -

0,08 -

0,06 -

absorbancia [AU]
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0,00 -
blank DNTF NTP TMTX 6-CnA CLTD IMID ACET TIA

Graf 6: Porovnanie absorbancii elucnej fdzy pri merani koncentrdcie analytov 2,5 ppm
za pouZitia 75% metanolu ako elu¢ného Cinidla
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5.4 Optimalizacia typu a koncentracie elucného cinidla

Ako prvy bol zvoleny 50% ACN, kedZe by mal absorbovat v inych vinovych dizkach
nez analyty, no jeho piky absorbancie boli priliS vysoké a to az okolo 1,5 AU. Ndasledne
boli skisané rézne koncentracie MeOH, s ktorym k tejto chybe nedoslo. Tieto merania
boli prevedené s DNTF ako najmenej lipofilnou latkou a TIA ako najlipofilnejSou latkou
zo skimanych analytov v objeme 100 ul. Objem eluéného cinidla bol takisto 100 pl.
Porovnanie vysledkov s roznymi koncentraciami MeOH je zobrazené v grafoch 7 a 8.

Z grafu 7 vyplyva, Ze DNTF takmer nebol zadrzany na nanovldknach. Z grafu 8 je zrejmé,
Ze na eluciu TIA dostacuje 75% MeOH. Boli pouzité PID nanovldkna s polydopaminovym

potahom.
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= davkovacia faza M eluéna faza
0,07
0,06 -
0,05 -
0,04 -

0,03 -

absorbancia [AU]
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0,00 T
50% 75% 90%
koncentracia metanolu

Graf 7: Davkovacia a elu¢nd fdza dinotefuranu s réznymi koncentrdciami metanolu
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Graf 8: Davkovacia a elucnd fdaza tiaklopridu s réznymi koncentrdciami metanolu

Pre zistenie optimalnej koncentracie metanolu boli prevedené merania vsetkych
stanovovanych analytov za pouZitia réznych koncentracii metanolu ako elu¢ného
¢inidla. Pri merani bola pouzitd koncentracia analytov 2,5 ppm. Z grafu elu¢nej fazy jasne
vyplyva, Ze so zvySujucou sa koncentraciou metanolu sa zvySuje signal analytu v eluc¢nej
faze. Pri nasledujucich experimentoch bol pouzivany 75% MeOH ako kompromis elu¢nej
ucinnosti a odolnosti 3D tlateného drZiaka voci organickym rozpustadlam. Hodnoty

merania slepej vzorky su odcitané.
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DNTF NTP  TMTX 6-CnA CLTD IMID  ACET TIA

Graf 9: Porovnanie r6znych koncentrdcii metanolu v ddvkovacej faze s pouZitim PID
nanovldkien a koncentrdcie analytov 2,5 ppm

m20% m40% m60% 80%
0,12 -

absorbancia [AU]

DNTF NTP  TMTX 6-ChA CLTD IMID  ACET TIA

Graf 10: Porovnanie réznych koncentrdcii metanolu v elucnej fdze s pouzitim PID
nanovldkien a koncentrdcie analytov 2,5 ppm
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5.5 Vplyv pH na retenciu analytov

Pri tomto experimente bola pouzZitd koncentracia analytov 2,5 ppm a ako elu¢né
¢inidlo bol pouzity 75% metanol. Slepou vzorkou bola voda upravend kyselinou
chlorovodikovou na pH 3. pH bolo upravené tesne pred meranim, aby nedoslo k jeho
zmenam v doésledku vzdusného CO,. Meranie bolo prevedené s pouZitim PID
nanovlakien s polydopaminovym potahom. Podla ocakavani sa najviac zlepsila extrakcia
6-chloronikotinovej kyseliny. Hoci pre Styri stanovované analyty doslo k zlepseniu, tak
Uprava na pH 3 nebola pri dalSich experimentoch pouzita, kedZe DNTF a NTP maju pri

tomto pH velmi nizku odozvu detektoru.

0,18 -
0,16 - W neupravené pH mpH3
0,14
= 0,12 -
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s 0,10 -
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DNTF TMTX 6-CnA CLTD ACET

Graf 11: Porovnanie elucnej fazy analytov bez upravy pH a s upravou na pH 3 za
pouZitia 75% metanolu ako elu¢ného Cinidla, objem vzorky 100 ul
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5.6 Kapacita nanovlakien

Meranim troch réznych koncentracii jednotlivych analytov bolo zistované, aky
vplyv ma koncentracia analytu na jeho retenciu na nanovldknach polyimidu. Na zdklade
analyz zgrafov 12 a 13 boli porovnané signaly elucnej fazy kazdého analytu pri
koncentracidch 1 ppm, 2,5 ppm a 5 ppm. V tabulke 6 je percentualne vyjadreny podiel
elu¢nej fazy na sucte signdlu v davkovacej aelucnej faze pri rastucej davkovanej
koncentracii. Cielom bolo zistit, ¢i pri rastlcej koncentracii analytov rastie aj podiel
elu¢nej fazy. To sa vSak potvrdilo len u 6-CnA, CLTD a IMID, kde stupol podiel elu¢nej
fazy pri 2,5 ppm oproti 1 ppm, inak podiel elu¢nej fazy pri rastucej koncentracii klesal,
¢o sved¢i ovymyvani analytov uz pocas davkovacej fazy. Sorbent v pouzivanom
mnozstve teda nema dostatocnu kapacitu pre vyssie koncentracie. Ako slepa vzorka bola
pouzitd Cistend voda. Ztabulky je dalej zrejmé, Ze retencia vacsSiny analytov pri
zvolenych podmienkach je pod 50%. VyssSie hodnoty (nad 60%) boli dosiahnuté iba pri

troch analytoch s najmensou polaritou, a to IMID, ACET a TIA.
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Graf 12: Porovnanie davkovacej fazy ré6znych koncentrdcii analytov s pouZitim PID
nanovldkna a 75% metanolu ako elu¢ného Cinidla
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Graf 13: Porovnanie elucnej fazy réznych koncentrdcii analytov s pouZitim PID NV a
75% metanolu ako eluc¢ného cinidla

Tabulka 6: Signdl elucnej fdazy pri réznych koncentrdcidch analytov

Analyt 1ppm 2,5 ppm 5 ppm
DNTF 28,21% 14,63% 6,76%
NTP 47,37% 25,29% 23,84%
TMTX 64,91% 43,73% 27,56%
6-CnA 45,45% 52,24% 26,32%
CLTD 42,11% 47,83% 40,49%
IMID 61,54% 63,98% 44,80%
ACET 75,51% 61,77% 42,26%
TIA 89,79% 78,36% 66,57%
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5.7 Kalibracné krivky elucnej fazy

Na nizSie uvedenych grafoch su zobrazené kalibraéné zavislosti jednotlivych
analytov. Ide o porovnanie PID nanovlakien a PIDcoated Nanovldkien s polydopaminovym
potahom. Vidy boli pouzité 4 vrstvy PID nanovldkien. Polydopaminové potahovanie
prebiehalo na trepacke 4 hodiny. Ako elu¢né Cinidlo bol pouZzity 75% metanol. Pri pouZiti
potahovanych PlIDcated Nanovldkien doslo k zlepseniu retencie DNTF, TMTX, 6-CnA a
CLTD, tj. smernica kalibracnej krivky bola vyssia ako pri pouZiti nepotahovanych
nanovlakien. Zaroven vsak u niektorych analytov doslo k zvySeniu hodnoty na ose y, ¢o

svedci o vyssej hodnote blanku. U ostatnych analytov k zvySeniu retencie nedoslo.
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Graf 14: Kalibracnd krivka dinotefuranu
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Graf 15: Kalibracnda krivka nitenpyramu
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Graf 16: Kalibracnd krivka tiametoxdmu
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Graf 17: Kalibracna krivka 6-chloronikotinovej kyseliny
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Graf 18: Kalibracnd krivka klotianidinu
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Graf 19: Kalibracna krivka imidaklopridu
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Graf 20: Kalibracnd krivka acetamipridu
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Graf 21: Kalibracna krivka tiaklopridu

Z kalibracnych kriviek boli vypocitané hodnoty LOD a LOQ pre polyimidové

nanovlakna bez potahu aj s polydopaminovym potahom podla vzorcov:

STDblank
LOD =3 + ———
a
LOQ =3 =LOD

STDpiank - smerodajnd odchylka slepého pokusu, a - smernica kalibracnej priamky

Vypocitané hodnoty medze detekcie su v rozmedzi 0,125 - 0,566 ppm pre PID
nanovldkna avrozmedzi 0,032 - 0,425 ppm pre PlDcated Nanovldkna. Medze
stanovitelnosti s v rozmedzi 0,374 - 1,698 ppm pre PID nanovldkna a v rozmedzi 0,097
- 1,274 pre PlDcoated Nanovldkna. Vypocitané hodnoty pre vietky analyzované latky su

uvedené v tabulke 7.
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Tabulka 7: Medze detekcie a stanovitelnosti

PID PIDcoated

Analyt LOD [ppm] LOQ [ppm] LOD [ppm] LOQ [ppm]
DNTF 0,532 1,597 0,265 0,79
NTP 0,566 1,698 0,425 1,274
TMTX 0,410 1,230 0,204 0,611
6-CnA 0,297 0,892 0,164 0,493
CLTD 0,125 0,374 0,032 0,097
IMID 0,191 0,572 0,138 0,413
ACET 0,165 0,495 0,132 0,397
TIA 0,174 0,522 0,066 0,197

Z grafov kalibraénych kriviek je zrejmé, Ze lepSia linearita (vy$Sia hodnota
koeficientu stanovenia) bola dosiahnutd pri pouziti PID nanovldkien pre viac polarne
analyty (DNTF, TMTX, 6-CnA). Naopak, pre analyty s relativne vysSou hodnotou logP
(CLTD, IMID, TIA) bola linearita lepsia pri pouziti potahovanych PID¢cated Nanovlakien. Pre
niektoré analyty, predovsetkym acetamiprid, bola linearita nevyhovujica (hodnoty
koeficientu stanovenia < 0,92).

Z porovnania hodno6t LOD vyplyva, Ze pouZitie polydopaminového potahu na
PIDcoated Nanovldknach znizuje tuto hodnotu priblizne 1,3-krat (NTP, IMID) aZ takmer 4-
krat (CLTD), ateda sa zdd byt vhodnou upravou nanovlakien pri extrakcii
neonikotinoidov, i ked efekt polydopaminového potahu na retenciu najviac hydrofilnych

analytov je minimalny.
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6. Zhrnutie

Vradmci experimentalnej casti bolo testované pouzitie polyamidovych,
polykaprolaktamovych a polyimidovych nanovlakien ako potencialnych sorbentov pre
extrakciu tuhou fazou v systéme sekvencnej injekénej analyzy. Experiment sa zakladal
na vysledkoch predoslych studii, ktoré poukazali na extrakény potencidl tychto
materidlov. Vysledky experimentu potvrdili, Ze nanovldkna mézZu byt pouZité ako
sorbenty pre extrakciu tuhou fazou, ale zilezi tiez na ich fyzikalne-chemickych
vlastnostiach a takisto na vlastnostiach analyzovanych Iatok. Boli optimalizované rézne
parametre metddy, ako koncentracia a davkovacie objemy analytov, typ a koncentracia
eluéného ¢inidla ¢i potahovanie polydopaminom. Bol skimany aj vplyv znizeného pH na
retenciu analytov. Najvyssiu retenciu vykazovali neonikotinoidové analyty na PIDcoated
vldknach. Takisto na obycajnych PID vldknach a pri pouziti kombinacie vlakien
PCL/PIDcoated Vykazovali vSetky latky urcitu retenciu, ale uz v mensej miere oproti
PIDcoated. U PA nanovlakien k retencii analytov nedoslo vobec, avsak polydopaminovy
potah u PAcoated zlepsil retenciu lipofilnejsich analytov CLTD, IMID, ACET a TIA, ato o 1,3-
az 3,9-krat . Boli zaznamenané pomerne nizke retencie analytov na PCL nanovldknach
a u varianty PClcoated doSlo k zvySeniu retencii u TMTX, CLTD, IMID, ACET a TIA. KedZe
najvyssSie retencie analyzovanych neonikotinoidov boli zaznamenané na PIDcoated, bol
tento typ nanovldkien tiez zvoleny pre optimalizdciu dalSich parametrov extrakcnej
metddy. S optimalizovanymi parametrami boli zmerané kalibraéné krivky analyzovanych
neonikotinoidov na PID a PIDcoated Nanovldknach avypocitané hodnoty LOD, ktoré
dosahovali hodnoty 0, 125 -0, 532 ppm pre PID a 0,032 — 0, 265 pre PIDcoat.

Zvolena metdda vykazovala dobru opakovatelnost; relativna smerodajnda odchylka bola
vo vacsine merani < 5%, n = 3. Boli tak prevedené optimalizatné merania potrebné pri

vyvoji metddy na stanovenie neonikotinoidov v realnych vzorkach vody.
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7. Zaver

Bolo Uspesne prevedené testovanie a Studium pouzitia PID a PIDccated N@anovlakien
ako SPE sorbentov pre analyzu neonikotinoidovych pesticidov v systéme sekvencnej
injekénej analyzy s pouZitim 3D tlateného drZiaka. PouZitie kombindcie PCL/PIDcoated
nanovlakien sa nepreukdzalo ako efektivnejSia alternativa, kedZe oproti PlDcoated
nanovldknam tu boli pozorované niisie retencie analytov. Pomerne nizke retencie
analytov boli zaznamenané na PCL nanovldkach a pouzZitie PA nanovldkien sa vbébec
nepreukdzalo ako vhodné pre tieto analyty.

Polydopaminovy potah na PA aPCL nanovldknach zvysil najmd retencie
lipofilnejSich analytov, ale na potahovanych PID nanovldaknach doslo k vyraznému
zlepseniu retencii analyzovanych latok a tato Uprava nanovldkien sa javi ako efektivna.

Po dalSej optimalizacii budu vybrané nanovldkna pouzité na stanovenie

neonikotinoidov v prirodnych vodach.
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