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Ndzev disertacni prace:

Nanovlakna jako moderni extrakcéni sorbenty pro extrakci vzorkd v chromatografické

analyze

Extrakéni techniky predstavuji jeden z nejcastéjsich pristupl k upravé vzorkl pred
analyzou. Velkou oblibu si ziskala predevsim extrakce na tuhou fazi (SPE), béhem které Ize
pomérné snadno izolovat poZadovany analyt i z velmi komplexnich matric. Rozmanitost
komercéné dostupnych sorbentl na trhu déld tuto metodu jesté atraktivnéjsi. S vyvojem
analytickych metod a stale se rozsifujicimu spektru analyzovanych sloucenin roste vSak
potieba novych, inovativnich sorbentl, disponujicich patficnou selektivitou a extrakéni
ucinnosti. S témito vlastnostmi jsou za poslednich deset let stale castéji spojovany
nanomaterialy. Proto je jim v souvislosti s extrakcemi vénovana rostouci pozornost.

Predkladanad disertacni prace se vénuje vyuziti nanovlakennych polymerl jakozto
inovativnich sorbentll pro extrakci na tuhou fazi. Extrakéni ucinnost nanovldken byla
nejprve ovérena off-line uspofadanim, kdy vzorky byly extrahovany pomoci SPE manifoldu
a obsah analytd byl nasledné stanoven pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC). Vétsina experimentl vsak byla provedena v on-line zapojeni extrakéni kolonky
pres Sesticestny prepinaci ventil se separaéni kolonou ptfimo v chromatografickém
zachovani nebo zvyseni extrakéni Ucinnosti. Splnilo tak pozadavky pro moderni techniky
Upravy vzorkd pred analyzou.

Kromé roztokd standardl byla testovana extrakéni Ucinnost nanovlakennych
sorbentl i pro analyty v biologickych vzorcich. Jako modelové matrice byly vybrany sérum
a kravské mléko, na kterych byla potvrzena schopnost nanovlakennych polymeru

odstranovat interferujici makromolekuldrni latky za soucasné retence analytl. Tato



skute¢nost pak déla z nanovlaken slibné sorbenty i pro bioanalytické ucely, coz bylo
ovéreno aplikaci vyvinuté on-line extrakéni metody nesteroidnich antiflogistik na realné
vzorky séra.

Ve snaze rozsifit portfolio latek, pro které by nanovldkna byla vhodnym
sorbentem, byla pfipravena funkcionalizovand nanovlakna, tedy nanovldakna, jejichz
povrch je modifikovan urcitymi funkénimi skupinami. Pro vybrané analyty ze skupiny B-
laktamovych antibiotik byly zvoleny polymery nesouci kvarterni aminoskupinu
a sulfonylovou skupinu. Zdmérem bylo vyzkousSet, zda by tato vldkna méla vlastnosti
iontové vyménnych sorbentd.

V prdci jsou zahrnuta srovndni extrakénich Ucinnosti nanovldkennych polymert
produkovanych rlznymi vyrobnimi technologiemi a jejich vhodnosti pro on-line spojeni
s HPLC. V experimentech byla pouzita vldkna vyrobend pomoci elektrostatického
zvlaknovani z roztoku, extruzi polymeru do proudu horkého vzduchu a elektrostatického
zvlaknovani pomoci stfidavého proudu. Dale je v praci diskutovan vliv fyzikdlné
chemickych vlastnosti analyt( (konkrétné pKa a log P) na jejich retenci na rlznych typech

nanovlakennych polymeru.
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Title of the dissertation thesis:

Nanofibers as modern extraction sorbents for sample extraction in chromatographic

analysis

Extraction techniques represent one of the most common approaches to sample
handling. The analytes of interest can be isolated easily even from complex matrices,
especially by solid-phase extraction (SPE). Therefore, this technique became very popular
and routinely used in laboratories. The variety of commercially available sorbents has
made this method even more attractive. Nevertheless, the new sorbent materials are still
looked for because of the broadening spectrum of analyzed substances and the increasing
demands on selectivity and extraction efficiency. Nanomaterials have been increasingly
associated with these properties over the last ten years. Therefore, they are receiving

more and more attention related to extraction procedures.

The dissertation thesis is focused on the application of nanofibrous polymers as innovative
sorbents for solid-phase extraction. First, the extraction efficiency of nanofibers was
tested in an offline set-up. The samples were extracted using a vacuum SPE manifold, and
after that, the isolated analytes were determined by high-performance liquid
chromatography (HPLC). However, most of the experiments were performed in the online
connection of an extraction cartridge with a separation column via six-port switching valve
directly in the chromatographic instrument. This online coupling ensured the time- and
cost-effective analysis while the extraction efficiency remained or was improved. Thus,

the requirements for modern sample pretreatment methods were met.

Besides the standard analyte solutions, the extraction efficiency of nanofibrous sorbent
was also tested for biological samples. The ability of nanofibers to remove interfering

substances was tested with bovine milk and human serum matrices. Most of the



nanofibers were able to retain the low-molecular-weight analyte in the presence
of proteins. This fact makes the nanofibrous sorbents very promising also for bioanalytical
applications. The online extraction method for non-steroidal anti-inflammatory drugs was
developed, validated, and applied on real samples of human serum to verify this

statement.

To broaden the spectrum of analytes that are retained on the nanofibrous surface, the
nanofibers were modified with specific functional groups. Since the selected analytes
were B-lactam antibiotics, the quaternary ammonium group and sulphonyl group were
bonded on the surface. These moieties should have to facilitate ion exchange between

the sorbent and antibiotics to reach higher extraction efficiencies.

The comparison between nanofibers from different fabrication procedures is included
in this thesis. The suitability of sorbents made by polymer meltblowing, needleless
electrospinning, and alternating-current electrospinning for online coupling with a high-
performance liquid chromatography system is evaluated. Furthermore, the influence of
physicochemical properties of analytes on their retention during the extraction is

discussed.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

MSPE

UTAS

2D-LC

ACE

ACN

BSA

CE

CEC

DCE

DCF

DESI

DSPME

ES

GC

HILIC

HPLC

IND

porous membrane-protected solid-phase microextraction, mikroextrakce

na tuhou fazi chranéna porézni membranou
mikro total analysis system

two-dimensional liquid chromatography, dvoudimenzionalni kapalinova

chromatografie

alternating-current electrospinning, elektrostatické zvlaknovani vyuzivajici

stfidavy proud

acetonitrile, acetonitril

bovine serum albumine, hovézi sérovy albumin

capillary electrophoresis, kapilarni elektroforéza

capillary electrochromtography, kapilarni elektrochromatografie

direct-current electrospinning, elektrostatické zvlaknovani vyuzivajici

stejnosmérny proud
diclofenac, diklofenak
desorption electrospray ionization, desorpcni ionizace elektrosprejem

dispersive solid-phase microextraction, disperzni mikroextrakce na tuhou

fazi
electrospinning, elektrostatické zvlakfiovani (obecné)
gas chromatography, plynova chromatografie

hydrophilic interaction chromatography, hydrofilni interakéni

chromatografie

high-performance liquid chromatography, vysokouéinna kapalinova

chromatografie
ion exchange, iontova vyména

indomethacin, indometacin



IS immunosorbent, imunosorbent

KET ketoprofen

LLE liquid-liqud extraction, extrakce z kapaliny do kapaliny

LoC lab-on-a-chip, laboratof na Cipu

MB meltblown, zvldknovani z taveniny polymeru

MEPS microextraction by packed sorbent, mikroextrakce pomoci tuhého

baleného sorbentu

MIP molecularly imprinted polymer, molekularné vtistény polymer
MOF metal-organic framework

MSPE magnetic solid-phase extraction, magneticka extrakce na tuhou fazi
MTMS methyltrimethoxysilan

NAP naproxen

NP normal-phase system, systém normalnich fazi

PA polyamide, polyamid

PAA polyacrylic acid, kyselina polyakrylova

PAN polyacrylonitrile, polyakrylonitril

PCL poly-e-caprolactone, poly-e-kaprolakton

Pl polyimide, polyimid

PLA polylactic acid, kyselina polymlécna

PLCL poly (lactide-co-ge-polycaprolactone), kopolymer kyseliny mlé¢né a poly-e-

kaprolaktonu
PLGLA poly (lactic-co-glycolic acid), kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové
PMMA polymethylmethakrylate, polymethylmethakrylat

PVA polyvinylalcohol, polyvinylalkohol



PVDF

PVP

PS

PTFE

RAM

RP

SALDI

SB

SBSE

SFC

SPDE

SPE

SPME

TLC

TMAC

TMOS

UHPLC

uv

Vis

polyvinyliden difluoride, polyvinyliden difluorid
polyvinylpyrrolidone, polyvinylpyrolidon

polystyrene, polystyren

polytetrafluorethylene, polytetrafluorethylen
restricted-access material, material s omezenym pfistupem
reversed-phase system, systém reverznich fazi

surface-assisted laser desorption/ionization, laserova desorpce/ionizace za

Ucasti substratu

N-octyl-N,N-dimethyl-3-ammonio-1-propane sulphonate, sulfobetain
stir-bar sorptive extraction, extrakce pomoci magnetického michadla
supercritical-fluid chromatography, superkriticka fluidni chromatografie
solid-phase dynamic extraction, dynamicka extrakce na tuhou fazi
solid-phase extraction, extrakce na tuhou fazi

solid-phase microextraction, mikroextrakce na tuhou fazi

thin-layer chromatography, tenkovrstva chromatografie
tetramethylammonium chloride, tetramethylammonium-chlorid
tetramethylsiloxane, tetramethylsiloxan

ultra high-performance liquid chromatography, ultra-vysokoucinna

kapalinovéd chromatografie
ultra-violet spectrum, ultrafialova oblast spektra

visible spectrum, viditelnd oblast spektra
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1. UVOD

VétSina vzorkll, které se dostanou do analytické laboratofe, nemohou byt
analyzovany ptimo kvili jejich nekompatibilité slaboratorni instrumentaci. Proto je
nezbytné vzorky pred jejich vlastni analyzou upravit. Tento krok ma (a) zvysit citlivost
méreni odstranénim interferujicich latek a/nebo zakoncentrovanim analytu; (b) umoznit
analyzu prostfednictvim derivatizace stanovovanych analytl; (c) zabranit poskozeni
analytického pfistroje.

Pro Upravu vzorku se nejcastéji vyuZivaji extrakéni techniky. Zejména se pak
v pribéhu poslednich desetileti dostava do popredi extrakce na tuhou fazi (solid-phase
extraction, SPE). Zakladnim principem SPE je izolace analytl z matrice vzorku jejich
zachycenim na tuhy sorbent, vypliujici extrakéni kolonku nebo disk. Nej¢astéjsi materidly
plnici funkci sorbentu jsou silikagel, polymery, a modifikace a kombinace téchto materiald.
V zavislosti na chemii jejich povrch(l probiha extrakce analyt( v systému normadlnich fazi,
reverznich fazi, nebo pomoci vymény iontd.

Vysokoucinna/ultraicinna kapalinova chromatografie (HPLC; UHPLC) je diky své
vSestrannosti a robustnosti povazovana v analytické chemii za zlaty standard. SPE tedy
¢asto predchazi pravé HPLC nebo UHPLC analyze a postupem casu se ukazalo vyhodné
spojit extrakci a separaci on-line vramci jednoho zafizeni. Tato automatizace SPE
prostiednictvim chromatografického systému umoznuje rychlou a spolehlivou analyzu
raznych vzorku. | velmi komplexni matrice jako jsou vzorky potravin nebo biologické
vzorky s minimalni nebo Zadnou predchozi Upravou mohou byt pfimo po rozpusténi
a filtraci davkovany do SPE-LC systému.

Ackoli je na trhu dostupnda rada komercnich materiall pro SPE, ne vidy jsou
schopny uspokojit pozadavky modernich analytickych metod a vyzkumnych laboratofi.
Proto se fada védeckych skupin soustfeduje na vyzkum a vyvoj material( novych, které by
zajistily lepsi selektivitu a extrakéni Ucinnost pro Sirokou $kalu latek. Imunosorbenty,
magnetické castice, molekuldrné vtisténé polymery (molecularly imprinted polymers,
MIP) a materidly zaloZené na uhliku maji vyrazny potencidl tyto pozadavky splnit. Jak se
postupem casu ukazuje, plati to samé i pro nanomateridly. Nanocéastice, nanovldkna
a nanotrubicky jsou v extrakénich technikach vyuzivany stale castéji, i kdyz je jejich

aplikace zatim omezena pouze na experimentalni laboratore.

22



Poprvé byla extrakéni ucinnost nanovlaken zkouSena pred 20 lety. Od té doby
testovani a studium nanovldkennych sorbent(i pokracuje ve snaze plné vyuZit jejich
vyhody za soucasného preklenuti jejich slabych stranek. S vyvojem sorbentl jde ruku
vruce i zména samotného extrakéniho procesu. Od plvodniho off-line médu se
nanovlakna posouvaji smérem k on-line spojeni se separacnimi technikami. Tim se cely
analyticky proces stava jednodussi a casové méné narocny. Pro toto spojeni jsou
vyuzivany pfrislusnym sorbentem naplnéné SPE kolonky, které musi spliiovat jisté
parametry. Jejich rozméry musi byt dostatecné s ohledem na mnoiZstvi davkovaného
vzorku, aby nedochdzelo k prekroceni sorpcni kapacity sorbentu. Soucasné se zvétsujicimi
se rozméry musi byt bran v potaz ndrlst mrtvého objemu a zpétného tlaku systému. Jak
je rozebrano v predkladané préci, pravé zpétny tlak se zda byt limitujicim faktorem pro

jinak nadéjné vypadajici pouziti nanovlaken v on-line extrakcich.
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2. CiL PRACE

Tato disertaéni prace se zabyva aplikaci nanovldkennych polymer( ve
farmaceutické analyze. Konkrétné popisuje jejich vyuZiti jakoZzto extrakénich sorbentt pro
izolaci analytl ze vzork( standardd a biologickych matric. Cilem je definovat jejich
moznosti a omezeni pro Upravu vzorkU probihajici bud’ off-line, anebo on-line ve spojeni
s HPLC-UV systémem. VétSina popsanych experimentl predstavuje zdkladni vyzkum
a byla provedena za pouziti modelovych analyt(i. Ty byly pro tento ucel vybrany z fad
pomocnych nebo lécivych latek.

V praci je popsano testovani riznych nanovlakennych polymerd, v jehoZ pribéhu
byly stanoveny a optimalizovany zakladni parametry ovliviujici extrakéni ucinnost
nanovlaken. Ziskané vysledky byly pouzity pro zhodnoceni jednotlivych nanovldken
jakoZto extrakénich sorbentl. Neméné dllezité bylo srovnani polymerl pfipravenych
rdznym druhem vyroby. Vzhledem k tomu, Ze vyrobni proces vyrazné ovliviiuje pramér
vldken a tim jejich mechanickou stabilitu, pouze ta vlakna, dostatec¢né odolavajici
vysokému tlaku, mohou byt pouzita v chromatografickém systému pfi on-line SPE.

Poté, co byla optimalizovdna extrakce analytl z roztoku standard(i, mohla byt
nanovlakna testovdna i pro slozitéjsi matrice. Vzhledem k doposud ziskanym poznatkiim
vznikl pfedpoklad, Ze by se tyto sorbenty mohly uplatnit pfi extrakci analytli z matric
bohatych na bilkoviny. Tato domnénka byla ovéfena na vzorcich kravského mléka
a lidského séra obohacenych o modelové latky.

Testované polymery byly srovnany s komeréné dostupnymi sorbenty a jejich vyhody
a nevyhody oproti nim jsou v préci diskutovany.

Hlavni cile predkladané disertacni prace mohou byt shrnuty do nasledujicich bod:

a) prokazani extrakéni schopnosti nanovldkennych polymera v off-line usporadani,

b) srovnani Gcinnosti extrakce rliznych nanovldkennych polymer( v on-line spojeni
s HPLC,

c) testovani schopnosti nanovlakennych sorbentl odstrarovat bilkoviny,

d) vyvoj metody pro SPE on-line spojeny s HPLC-UV stanovenim analytl ve vzorcich
lidského séra,

e) testovani modifikovanych nanovldken pro extrakci na bazi iontoménicua,

f) srovnani ucinnosti extrakce nanovlakenného sorbentu ziskaného rlznymi

vyrobnimi procesy,
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g) srovnani nanovlakennych polymert s komerénimi silikagelovymi sorbenty.
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3. TEORETICKA CAST

3.1. Nanovldkna

3.1.1. Uvod

Nanovldkna jsou jednim z druhG nanomateridlt a jsou obvykle definovand jako
vldkna s primérem mensim nez 1 um 1. V literatufe Ize v3ak najit i pfisnéjsi definice, podle
kterych jejich primér nesmi pfesdhnout 100 nm 2. Pro lepsi pfedstavu mohou byt
nanovldkna pfirovnana k lidskému vlasu s primérem 20-50 um nebo, na druhou stranu
velikostni skaly, k deseti vodikovym atomUm sefazenym vedle sebe zaujimajicich tloustku
1 nm. Charakteristickym znakem nanovlaken je jejich velky specificky povrch a variabilita.
Diky mnozstvi vyuZzitelnych vychozich materiala a jejich snadnym povrchovym dpravam je
mozné vyrobit nanovlakna rozdilnych mechanickych, fyzikalnich a chemickych vlastnosti.
To je predurcuje pro vyuziti v fadé aplikaci od vodic¢u az po kosmetické prisady a hraji tak

duleZitou roli v fadé primyslovych a védeckych odvétvich 2.

Obrazek 1 Srovnani prdméru nanovlaken vyrobenych elektrostatickym zvldknovanim a lidského vlasu.
Zdroj: https://nanomedic.com/research/ [Internet, 2.6.2021].

3.1.2. Charakteristické vlastnosti

Pro porozuméni nanovlaknim je tfeba znat nékolik zakladnich skutecnosti. Zaprvé,
nanorozméry propuUjcuji materialim velmi unikatni vlastnosti, které jsou odlisné od
materiald béinych velikosti. ZmenSovanim rozmérd dochazi ke zménam fyzikalné-

chemickych vlastnosti, coZ se nejvice projevuje ve velikosti povrchu a pevnosti.
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Vysoky pomér plochy povrchu ke hmotnosti je nejznaméjsi a nejvyznamnéjsi
charakteristikou nanovldken. Vlakna s primérem 5 nm mohou dosahovat povrchu az
10 000 m? kg™. To se s vyhodou vyuZiva pro pfipojeni funkénich skupin, adsorpci molekul
a v katalytickych procesech. Zaroven je velky povrch Uzce spojeny s vyuZitim nanovldken
pro biologické ucely. Tkanové inzenyrstvi péstuje a mnoZi bunky pro nové tkané na
nanovldkennych vrstvach, a pravé dostupny povrch vyrazné rozhoduje o UspésSnosti
experimentu.

Materidly ve vldknité podobé ve srovndani se sypkymi materidly vykazuji vyssi
mechanickou odolnost. Mezi ni a primérem vldken je nepfima umérnost. Jinymi slovy,
sila v tahu roste se snizujicim se primérem vlaken.

Znalost morfologie, molekularni struktury, mechanickych a fyzikalnich vlastnosti
vychozich materidld je nezbytnd pro optimalizaci podminek vyrobniho procesu,
produkujiciho vldkna vhodna pro zamyslené uZiti 2. Pro vyuzZiti v biomediciné se musi navic

zohlednit i biokompatibilita nanovlaken 3.

3.1.3. Vyroba

Existuje fada technik, jak nanovldkna vyrobit. Depozice z chemickych par, taZeni,
syntéza pomoci templatu, fazovd separace, forcespinning, proces samosestavovani,
zvldknovani z taveniny a elektrostatické zvlaknovani (electrospinning, ES) predstavuji ty
nejzndméjsi z nich % 4. Nicméné vyvoj metod dal3ich a vylepSovani téch stavajicich je
neustaly proces cilici zejména na vysSi produktivitu, zpracovani novych materiall
a Setrnost k Zivotnimu prostfedi °.

Pro experimenty popsané vtéto disertacni praci byla nanovlakny vyrobena
prostiednictvim elektrostatického zvlaknovani vyuzivajici stejnosmérny proud (direct-
current electrospinning, DCE), elektrostatického zvlaknovani vyuzivajici stfidavy proud
(alternating-current electrospinning, ACE) a zvlaknovani z taveniny polymeru (meltblown,

MB). Detailni popis téchto technik je v nasledujicich kapitolach.
3.1.3.1. Elektrostatické zvlaknovani vyuzivajici stejnosmérny proud

Tento zpUsob elektrostatického zvlaknovani vyuzivda pro vyrobu nanovldken
stejnosmérny elektricky proud (direct-current electrospinning, DCE). Bylo poprvé popsano
na konci 19. stoleti a od roku 1990 predstavuje vsSestranny a oblibeny proces
nanovlakenné vyroby ©. Lze pomoci néj zvlaknit polymery, malé molekuly, koloidni ¢astice

a kompozity. Kromé této Siroké Skaly vychozich latek podporuje jeho oblibu
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i jednoduchost celého procesu a nizké vyrobni naklady. V soucasnosti se lze setkat
s rlznymi druhy DCE. V hledacku védcl a vyrobnich spolecnosti je pak zejména
elektrostatické zvlaknovani s jehlou a novéjsi elektrostatické zvlakriovani bez jehly 7.

Plvodni prototyp zatizeni pro DCE se sklada ze zdroje vysokého napéti, pistové
pumpy, zvlaknovaci trysky (jehly) a kolektoru. Tvorba vlaken m{ze byt shrnuta do nékolika
krok(: (a) nabiti kapky pomoci elektrického proudu, (b) tvorba Taylorova kuzele,
(c) odtazeni proudu kapaliny, (d) jeho protahovani do vlaken v pribéhu letu smérem ke
kolektoru, (e) sbér nanovldkenné vrstvy na povrchu kolektoru 4 ©,

Pro detailnéjsi popis zvlaknovaciho déje je vSak tfeba zacit jeSté o krok dfive, kdy
je tavenina nebo roztok tlacena pomoci pumpy skrz zvlakfovaci trysku ve tvaru jehly. Na
jeji Spicku je vloZzeno napéti, které zvySuje povrchovy ndboj pfivadéné kapaliny. Tim
nejprve dochazi k vytvoreni kapky, ze které se po prekroceni tzv. kritického napéti stava
kuZel. Ten je oznaCovan jako Tayloriv a je zndmkou prekroceni povrchového napéti
spole¢né s viskoelastickymi silami kapalné faze. Ta je pomoci elektrického pole vymrsténa
z kuzelovitého utvaru ve formé proudu a zdrovert smérovana na uzemnénou nebo opacné
nabitou elektrodu — kolektor. V pribéhu letu ke kolektoru je proud kapaliny protahovan,
ztencovdn a podléhd postupnému tuhnuti, aby posléze dosahl kolektoru ve formé
vldkna &2,

Béhem vyroby je tfeba optimalizovat fadu parametr(i. Mezi ty, které nejvice
ovliviiuji primér a tvorbu vldken patfi napéti, rychlost vytlaCovani kapaliny skrz trysku
a vzdalenost mezi ni a kolektorem °. U napéti vétSinou plati, Ze &im vyssi je, tim tendi
vldkna se formuji. Pokud je vSak prekrocena jista hrani¢ni hodnota napéti, je z Taylorova
kuzele odtahovano vétsi mnozstvi tekutiny davajici vznik objemnéjsimu proudu a po
dopadu na kolektor i vldakndm s vétSim primérem. Tato hranice napéti je zavisla na
hustoté vstupniho roztoku nebo taveniny. U roztoku elektrolytd hraje duleZitou roli
i polarita vloZzeného napéti. Dochazi totiz k ovlivnéni distribuce ndboje molekul a tim
i schopnosti kapaliny odtdhnout se z trysky ®.

Zmény v pritokové rychlosti kapaliny tryskou se nejvice promitnou do primeéru,
ato podle pravidla: ¢im wvyssi rychlost, tim tenci vldakna. Stejné pravidlo plati i pro
vzdalenost trysky od kolektoru. S rostouci vzdalenosti se sniZuje pramér nanovlaken,
protoZze maji delsi dradhu letu a mohou se tak vice protdhnout. Pfi nastavovani vhodné

vzdalenosti se vSak musi vzit v Uvahu i postupné tuhnuti vlidken pfi letu. Optimalni draha
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letu je tedy ta, pri které se vlakna zvladnou dostatecné prodlouzit pred tim, nez zcela
ztuhnou ©.

Kromé vyrobnich parametr( je vysledny produkt ovlivnén i podminkami okolniho
prostfedi jako jsou teplota a relativni vlhkost, a fyzikdalné-chemickymi vlastnostmi
vychozich materidll. Pro dosaZeni pozadované morfologie a vlastnosti vyrobeného
nanovldkenného materidlu musi tedy byt vSechny tyto aspekty zvazeny a proces
zvldknovani nasledné optimalizovan jako celek ®.

| pfes vSechny vyhody DCE, nizka vyrobni rychlost konvencniho uspofadani limituje
jeho pouziti pro pramyslovou vyrobu % 7. Proto snahou mnoha vyzkumnych skupin bylo
najit feseni, jak tuto nevyhodu prekonat. Jednou z variant jsou vicetryskové systémy
(multineedle electrospinning), kdy je plnici roztok nebo tavenina pfivadéna pumpou do
nékolika otvor( nebo trysek soucasné. Po vloZeni napéti, je odtahovan proud kapaliny
z kazdé z nich, coz vede k vyraznému zvySeni produktivity ve srovndni se zafizenimi,
vyuZivajicimi pouze jednu trysku °. Navic pokud je do kaZdé trysky nebo otvoru pFivadén
odliSny material, mohou byt timto zpUsobem snadno vyrabény kompozitni materidly.
Nicméné vyroba nanovlaken pomoci zafizeni ma zase sva uskali. Jednim z nich je vznik
koronového vyboje mezi tryskami. Soucasné neresi obecny problém tohoto usporadani
sice nebezpedi ucpani trysek 2.

Logickym feSenim tedy bylo vypustit jakoukoli podobu trysek, a tak vzniklo
bezjehlové elektrostatické zvlaknovani (needleless electrospinning). To se velmi brzy stalo
nejpouzivanéjsi vyrobni technologii v oblasti komeréniho vyuZiti nanovlaken. Elektrické
pole je aplikovdano pfimo na volnou hladinu roztoku. Prostfednictvim samoorganizace se
vytvaii mnoho proudl kapaliny odtahujici se z hladiny a sméfujici ke kolektoru ve formé
velmi jemnych vldken 2. Na zdkladé tohoto principu byla v roce 2005 patentovana
technologie Nanospider® 13, které se podafilo aZ stondsobné zvysit efektivitu produkce
nanovlaken 3. VyuZiva se pfi ni rotujiciho vélce pokrytého pfislusnym roztokem nebo
taveninou jakoZto povrchu, ze kterého jsou pak nanovlakna odtahovana 4.

Existuji i dalSi druhy bezjehlového elektrostatického zvlaknovani zaloZzené at uz na
rotujicich nebo statickych povrsich, ze kterych jsou vlakna odtahovana. Ve vétsiné pripadl
vSak maiji jesté fadu nevyhod a limitaci, které brani jejich komerénimu vyuziti. Slouzi tak

zpravidla pouze pro laboratorni Géely .
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Obrazek 2 Schéma elektrostatického zvldknovani vyuZivajici zafizeni a) s jehlou a b) bez jehly.

3.1.3.2. Elektrostatické zvlaknovani vyuzivajici stfidavy proud

Elektrostatické zvldknovani vyuZivajici pro tvorbu vldken stfidavého proudu
(alternating-current electrospinning, ACE) je dal$i mozZnosti, jak zajistit vyrobu s vysSimi
vystupy nanovlakennych materidld. Jak jiz z ndzvu této technologie vyplyva, pro tvorbu
a odtahovani proudu kapaliny se vyuziva stfidavého nikoli stejnosmérného napéti, jako
tomu bylo v pfedchozim pfipadé.

Zatizeni pro ACE mohou mit rlizna usporadani, vidy vsak jejich soucasti bude
elektroda, zdroj vysokého napéti a kolektor. Vyrobni proces pak zahrnuje pfivedeni
roztoku nebo taveniny na povrch kovové elektrody, ze které jsou pak diky napéti

odtahovana vldkna. Jejich kinetickd energie je unasi smérem ke kolektoru ve formé
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nanovldkenného oblaku . Diky stfidavému proudu jsou vldkna tvofena pozitivné
a negativné nabitymi segmenty. Jejich ukldadani na kolektoru je tedy dilem
samoorganizace a neni k tomu tfeba opacéné nabité elektrody 7. Kolektor ma tedy ve
vétsiné pripadd podobu rotujiciho bubnu 8. Vznikld nanovldkennd pfize je tvofena
nahodné orientovanymi vldkny se Sirokou distribuci pramérd .

ACE neni zatim zcela prozkoumand metoda a vyrobni parametry ovliviujici
morfologii a vlastnosti vldken jsou stdle pfedmétem vyzkumu *°. Z doposud ziskanych
poznatk(l vSak lze vyvodit, Ze dulezZitou roli bude mit napéti, frekvence a vzdalenost
elektrody od kolektoru. Zaroven, stejné jako v pfedchozim pripadé, se musi brat v potaz
vlastnosti zpracovavanych materidld a okolni podminky 2°. He a kol. provedly detailni
studii, kde se zabyvali dopadem koncentrace roztoku, napétim, rychlosti sbéru vldken
a vzdélenosti mezi elektrodou a kolektorem na jejich orientaci a praméry 2%, Ze ziskanych
vysledkl vyplyva, Ze tloustka vldken je nejvice ovlivnéna koncentraci roztoku. Diky vyssi
viskozité roztoku se se zvysujici se koncentraci zvysuje i primér nanovlaken. Vliv ostatnich
zminovanych parametrQ je minimalni. Jinak je tomu u vyroby orientovanych vldken. Pro
dosazeni orientované nanovldkenné prize je nejdllezitéjsi jeji vysoka rychlost sbéru.
Vyznamné pfispivaji i vzdalenost kolektor-elektroda a vloZené napéti. S rostouci
vzdalenosti elektrody od kolektoru se orientacni faktor vidken zvysuje, v jistém bodu
dosdahne maxima a s dals$im zvySovanim vzdalenosti za¢ina opét klesat. Rostouci napéti

u ACE sniZuje orientaci vldken, co? je opak toho, co bylo popsano pro DCE 22,

bubnovy rotujici
kolektor

zvlakniovaci tryska

zdroj stfidavého
napéti

roztok vychoziho
materialu

Obrazek 3 Schéma zafizeni pro elektrostatické zvlaknovani vyuZivajici stfidavy proud.



3.1.3.3. Zvlaknovani z taveniny polymeru

Zvldknovani z taveniny polymeru pomoci proudu vzduchu (meltblown, MB) se rfadi
mezi tzv. tkaci metody za Ucasti plynu (gas-assisted spinning techniques). Neni pfi ni
vyuzivdno napéti, a proto je vhodna pro materidly s nizkou dielektrickou konstantou
a/nebo elektrickou vodivosti. Zaroven se jedna o vysoce efektivni vyrobni metodu, ktera
nasla své uplatnénii v komeréni vyrobé nanovlaken >.

Princip spociva v protla¢ovani roztavenych polymerd skrz specidlni civku s otvory.
Vznikaji tak tenké praminky taveniny, které jsou vystaveny proudu horkého vzduchu.
Pomoci néj jsou neseny ke kolektoru. PFi prekonavani této vzdalenosti se struzky taveniny
postupné ochlazuji a protahuji. Na kolektoru se pak sbiraji do velmi nadychané, vaté
podobné struktury 2.

Rychlost prichodu taveniny pres civku, tavici teplota, teplota civky, typ civky,
teplota a tlak vzduchu, rychlost proudéni a vzdalenost mezi civkou a kolektorem jsou
nejdileZitéjsi parametry, které se promitnou od tloustky vldken 23. Pavodni
MB technologie produkovala vldkna s primérem v rozmezi 2 az 5 um a dlouho se nedafilo
dosdhnout nanometrovych rozmér(. Ackoli tedy byla mnohem produktivnéjsi nez ES,
nenachazela mimo laboratore 7zadné uplatnéni. Postupnym vyvojem se podafilo
MB zdokonalit natolik, Ze vldakna pokofila submikrometrovou hranici, stale jejich priiméry
v3ak patfi k nejvy3$im 242>, To sebou nese dva dlleZité aspekty. Jednak je jejich plocha
povrchu o néco mensi, nez je u vlaken vyrobenych ES. Na druhou stranu, jak bude dale
popsano v této praci, maji tato vlakna vyssi mechanickou odolnost, coz je velkou vyhodou
pro jejich pouZiti v HPLC.

) bubnovy
horky vzduch rotujici kolektor
chladici vzduch

tavenina
v extrudéru

\_/\A
- chladici vzduch

horky vzduch

Obrazek 4 Schéma zafizeni pro zvlaknovani z taveniny polymeru — meltblown.
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3.1.4. Materidly

Polymery, uhlik, kovy a jejich oxidy patfi mezi nejcastéjsi vychozi materialy pro
vyrobu nanovlaken. Tim v3ak jejich vycet zdaleka nekonci. VSechny vySe uvedené Ize dale
modifikovat béhem nebo po vyrobnim procesu pfiddnim rlznych organickych
a anorganickych sloucenin, jejich spojovanim v rlzném poméru za vzniku kompozit(,
nebo pfipojenim protilatek ¢i enzym( k jejich povrchu. Prostfednictvim téchto Uprav

ziskavaji materidly pozadované vlastnosti, jenz je Cini vhodnymi pro zamyslené uziti.
3.1.4.1. Polymery a biopolymery

Zpravidla je ddvana prednost syntetickym polymerim pred biopolymery, z dlivodu
snadné dostupnosti Siroké S$kaly vyuzZitelnych materidlG. Zaroven, diky jejich presné
definovanym fyzikalnim a chemickym vlastnostem, vykazuji predvidatelné chovani béhem
vyroby. Tim u prekurzor( jako je napf. polyamid 6 (PA 6), polyviniliden difluorid (PVDF),
polyethylen (PE), anebo polypropylen (PP) lze snaze odvodit parametry vznikajicich
nanovlaken 26,

Naproti tomu biopolymery, zahrnujici polysacharidy (napf. celuldza, chitin,
chitosan, dextréza), deoxyribonukleové kyseliny a proteiny (napf. kolagen, Zelatina,
hedvabi), jsou pro zvldknovani velkou vyzvou. Jednotlivé Sarze prekurzor( se od sebe lisi
molekulovou hmotnosti, stupném deacetylace, dCistotou, krystalinitou a distribuci
nabitych skupin, coz se projevi snizenou uniformitou vzniklych vldken. | presto, zejména
diky své biokompatibilité, biodegradabilité, obnovitelnosti a ekologické udrzitelnosti, jsou

v fadé odvétvi nezastupitelnymi 7.
3.1.4.2. Keramika a kovy

Keramicka nanovldkna jsou velmi tvrdym a inertnim materidlem s vyhodnymi
mechanickymi a tepelnymi vlastnostmi. Ve védecké literature byla popsana rada zpUsobu
jejich vyroby, z nichZ se metodou volby stalo sol-gel elektrostatické zvlakriovani. Pfi ném
jsou nejprve kovové soli a alkoxidy prevedeny do roztoku. Pak jsou pro zlepSeni
reologickych  vlastnosti  pfidany polymery typu polyvinylalkoholu  (PVA),
polyvinylpyrrolidonu (PVP), polyakrylonitrilu (PAN), polymethylmethakrylatu (PMMA)
nebo kyseliny polyakrylové (PAA). Ty také délaji proces ndsledného elektrostatického
zvlaknovani vice kontrolovatelny a predvidatelny. Poté, co jsou vyrobend vldkna

shromazdéna na kolektoru, podstoupi proces kalcinace pfi vysoké teploté. Pfi kalcinaci
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dochazi k odstranéni pridaného polymeru a anorganicka ¢ast vlaken se méni na keramiku.
Volbou parametr(l pfi elektrostatickém zvlaknovani spolu s délkou a/nebo teplotou
kalcinace je ovliviiovdna morfologie a pramér vldken 28 Vysledkem sol-gel
elektrostatického zvlaknovani jsou porézni nanovldkenné materialy s velkym povrchem,
vhodné pro vyuZiti v katalyze, environmentélni analyze a energetice %°.

Kovova nanovldkna jsou vyrabéna predevsim z médi, kobaltu, Zeleza, nebo niklu,
a na popularité ziskala predevsim diky svym magnetickym a elektrickym vlastnostem. Jako
takovd nasla uplatnéni vfadé elektronickych, optickych a mechanickych zafizeni,
v katalyze, nebo supravodicich. Stejné jako keramicka vlakna, je kovova prize vyrabéna

nejéastéji pomoci sol-gel elektrostatického zvlakriovani 3°,
3.1.4.3. Uhlik

Dalsi typ nanovlaken, ktery se setkdva s rostoucim zdjmem, je vyrabén z uhliku. Za
timto ucelem se vyuziva bud tepelné depozice chemickych par (thermal chemical vapor
deposition growth) nebo elektrostatické zvlaknovani nasledované tepelnym osetfenim
vldken. Prvni zminéna metoda vyuzivd Zelezo, kobalt, nikl, chrom nebo vanad ke
katalytické pfeméné uhliku na karbid kovu. Zaroven se vyuZivd molybden v kombinaci
s methanem, ethanem nebo ethynem, jako zdroja uhliku. Pfi teploté nékolika set stupnu
Celsia se uhlovodiky rozpousti v kovovych ¢astech karbidu a precipituji na jeho povrchu.
Tak se vrstvu po vrstvé tvofi nanovlakenné struktury 3*.

Vyroba pomoci elektrostatického zvldknovani vychazi z polymerl s uhlikatym
fetézcem, velmi ¢asto jde o PAN, PVA, PVDF ¢i polyimid (Pl). Prostfednictvim procesu
karbonizace je pak zvldknény material pfeveden na uhlikovd nanovldkna 32.

Stejné jako pro ostatni materialy, tak i pro tato vlakna plati, Ze parametry
vyrobniho procesu ovliviiuji jejich morfologii, chemické a fyzikalni vlastnosti 3!. Navic
uhlikovd nanovlakna jsou vice neZ kterdkoli jina predmétem povrchovych modifikaci
a funkcionalizaci. Diky jejich pevnosti, nizké hustoté, vodivosti a chemické stabilité jsou
také Casto pridavana jako pfimés k jinym materidldm za vzniku kompozitl. Tato variabilita
z nich pak déla slibny materidl pro aplikace jak v primyslu 33, tak v biomediciné 34,
Nejcastéji se viak s nimi setkdme v podobé elektrochemickych senzort a baterii 3.

Atomy uhliku mohou byt usporadany rliznym zplsobem a vytvaret tak jeho dalsi
formy, napr. grafen, diamant, fullereny aj. Pravé grafen, tedy planarni jednovrstevné

uspofadani sp? hybridizovanych atomd uhliku, nadel také uplatnéni pfi vyrobé
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nanovldken 36, Jednd se viak pouze o aditivum, které se pfidava do roztoku prekurzoru

pfed vlastni vyrobou, za Géelem modifikace vlastnosti nanovldken 37,

3.1.5. VyuZiti
Diky pestré nabidce zvlaknitelnych materiali a jedinecnosti jejich vlastnosti maji

nanovldkna Siroké uplatnéni.
3.1.5.1. Textilni pramysl

V soucasné dobé lidé vénuji stale vétsi pozornost kvalité svého Zivota, a proto
i obleceni, jakozto kazdodenni nezbytnost, nabyva na vyznamu. Cilem dnesniho textilniho
pramyslu je tedy vyrobit tkaniny zajistujici vysoky komfort v prlibéhu celého dne, za
kazdého pocasi a pfi rlznych aktivitdch. Nanovldkenné materidly jsou slibnym
prostfedkem, jak tohoto cile dosahnout. Polymery, jako PAN, PVA, PVDF nebo
polytetrafluorethylen (PTFE), ucinné propoustéji vihkost a vzduch z obleceni a soucasné
brani jejich pfistupu z vnéjsiho prostiedi 38, Mezi dalsi vyhody téchto material( patfi
pevnost, lehkost, flexibilita a pomérné nizké vyrobni naklady 2. Pro specidlni oblasti vyuZiti
mohou byt nanovldkennym textiliim propGj¢eny i dalsi vlastnosti jako je chemicka,
tepelna, nebo biologicka ochrana.

MozZnosti vyvstavajici z vlastnosti vldken se submikronovymi rozméry vyrazné
posouvaji hranice textilniho inZenyrstvi. Predpoklada se, Ze nanovldkna budou pouzita pro
vyrobu tzv. chytrych tkanin, které se budou mezi jinym pfizplisobovat ménicim se okolnim
podminkam nebo monitorovat Zivotni funkce. Tim pojem ,komfortni obleceni” nabude

nového vyznamu 32,
3.1.5.2. Energetické hospodarstvi

Nanovldkna vyrobend z uhliku, kova a jejich oxidl, jsou Zzadanymi materidly pro
vyrobu, pfeménu a uchovavani energie. Jejich rozsahly povrch vhledem k objemu
podporuje pohyb elektronli a/nebo ukladani iontd. Tim nanovldkenné elektrody vyrazné
zvysuji efektivitu solarnich panel(, dobijecich baterii, superkapacitort a palivovych ¢lanka
39 Malé rozméry téchto elektrod soucasné pfispivaji ke zlep$eni flexibility a pfenosnosti

zafizeni, do kterych jsou zabudovavany ©.
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3.1.5.3. Chemie a Zivotni prostredi

Rada proces(l v primyslu i kazdodennim Zivoté je spojena s filtraci. Odstrafiovani
Skodlivin jako je prach, pyl, plisné, tézké kovy nebo toxické organické molekuly ze vzduchu
a vody, je nezbytné pro ochranu lidského zdravi, pfirody nebo pouze pro umoznéni
pramyslové vyroby. Hlavnimi kritérii uc¢inné filtrace je jednotny prutok a dostatecny
kontakt s povrchem filtru. Porézni struktura nanovldkennych filtr0 dana ndhodnym
usporadanim a propletenim vldken pfi vyrobé, usnadniuje pfenos hmoty. Tim napomaha
uniformnimu toku filtrované latky, protoze ta pfi svém prlchodu skrz filtr nemusi
prekonavat vyrazny odpor. Zaroven diky velkému povrchu dochazi k fadé interakci mezi
polutanty a filtrem a bylo prokdzano, Ze filtry z nanomaterial( zachyti mnohem vice ¢astic
a Skodlivin nez filtry bézné ©. Navic jsou vlakna diky svym nanorozmérim citliva i pro velmi
malé ¢astice a jsou tak schopnd zadrZet polutanty s velikosti mensi nez 300 nm “°. PouZiti
PVA, PAN, PVP, polystyrenu (PS) a dalSich polymeru ve filtra¢nich systémech tedy vyrazné
zvysi filtraéni Géinnost 1,

Soucasné muze modifikovatelnost nanovldkennych materialG posunout filtracni
proces na dalsi droven. Nanovlakenné filtry mohou byt napfiklad uzplsobeny pro
selektivni zachyt pouze nékterych latek nebo disponovat samodetoxika¢nimi vlastnostmi
a tim rozkladat $kodliviny pfimo v prabéhu filtrace 3’. Detoxikaéni proces je zpravidla
zaloZen na katalyze iniciované UV zarenim a byl popsan pro Zr-MOFs nanovlakna (metal
organic frameworks enriched by zirkonium, Zr-MOFs) 4? a pro nanovldkna obohacend
nanodasticemi %3. Tato skutecnost pak koliduje sdaldim vyuZitim nanovldken jako

katalyzator( pro obnovu vzacnych kov( 44,
3.1.5.4. Biomedicina

Kromé prevazujiciho technického vyuziti nasSla nanovldakna své misto
i v biomedicinskych aplikacich, konkrétné v tkanovém inZenyrstvi a v systémech pro
cilenou distribuci léciv. Pro tato odvétvi jsou nejdllezitéjSimi parametry biokompatibilita
a degradabilita nanovldkennych matric 3. A¢koli jsou tyto vlastnosti charakteristické spise
pro biopolymery, stéle ¢astéji se vyuziva i polymer( syntetickych. Mezi nimi lze jmenovat
poly-e-kaprolakton (PCL), kyselinu polymlécnou (PLA), jejich kopolymer (PLCL) nebo
kopolymer kyseliny mlécéné a glykolové (PLGA). Z téchto polymer( jsou pak pro tkanové
inZenyrstvi vyrabény 2D nebo 3D nanovlakenné predlohy s prfesné definovanymi rozméry,

orientaci a velikosti pord. Na jejich povrch se vazou rlstové faktory, enzymy, hormony
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a protilatky dalezité pro uchyceni bunék, jejich proliferaci a migraci za uc¢elem obnovy
tkané 7. Existuji studie popisujici aplikaci téchto nanovldkennych rastril z rGznych
polymerd pro regeneraci nervové #°, srdecni %8, Zilni 47, kostni ¢ a svalové tkané %° a také
pro hojeni ran *°.

Cilené dodani Iéc¢iva do mista jeho pozadovaného Ucinku je zaloZeno na podobnych
mechanismech. Nanovldkenny nosi¢ je specidlné vytvofen tak, aby upravoval
a kontroloval uvolfiovéni aktivni substance 6. To je zajisténo difuzi 1éCiva, kterd maze byt

51

doplnéna postupnou degradaci polymeru Nejcastéji jsou tyto nosiCe vyuZivany pro

antibiotika >2, protinddorova |é¢iva >3 a léky na bazi biomolekul >%.

3.1.6. VyuZiti v analytické chemii

Stejné jako v ostatnich odvétvich, vyvoj v rdmci analytické chemie se tidi touhou
dosahovat stale presnéjsich vysledkd v co nejkratsim case. | v této oblasti jsou nanovlakna
velmi cennym ndstrojem, jak toho dosahnout. Opét se zde uplatni jejich velky povrch
afada chemickych a morfologickych modifikaci. Nanovldkna v analytické chemii
predstavuji feSeni pro zajisSténi cetné interakce s analyty a jejich povrchem a také pro
rychlejsi prenos signalu. Tyto vyhody jsou pak uplatnény v nasledujicich zafizenich

a procesech °°.
3.1.6.1. Detekéni systémy

Kombinace jiz zminénych charakteristik umoZniuje modifikovat povrch nanovlaken
vysokou koncentraci chromogennich latek, fluoroford, chemiluminiscencnich reagens
a kovl. To zvySuje citlivost a selektivitu optickych metod zahrnujicich kolorimetrii,
fluorescenéni a chemiluminiscenéni analyzu a také Ramanovu spektroskopii °.

Zejména polymery vyrobené pomoci elektrostatického zvldknovani byly studovany jako
chytré povrchy pro ambientni ionizaéni techniky v hmotnostni spektrometrii. Pro DESI
(desorption electrospray ionization, desorpéni ionizace elektrosprejem) nebo SALDI
(surface-assisted laser desorption/ionization, laserovd desorpce/ionizace za ucasti
substratu) to znamena méné matricovych efektll, jednoduchou a rychlou desorpci iont(
a vysokou sorpéni kapacitu pro vzorek. Pro tyto ucely byly jiz se slibnymi uspéchy pouzity

PLA, PVDF, PAN a PA %7,
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3.1.6.2. Senzory

Obecna definice senzoru jej popisuje jako zafizeni zaznamenavajici zmény v tlaku,
teploté, pH, vlhkosti, elektrickém nebo magnetickém poli, chemickém slozeni nebo svétla
ve vnéjsSim prostfedi. Odpovéd senzoru na tyto proménné muZe byt interpretovana
v podobé optickych, akustickych, mechanickych, kalorimetrickych, elektrochemickych
nebo elektrickych veli¢in a pak dana do vztahu s koncentraci analyzované latky °2. Pro
snimdani zmén je dlleZité rozhrani, které je schopné danou zménu zaznamenat a tento
zdznam postoupit dal >°. Zde opét hraje dileZitou roli velky povrch nanomateridld, ktery
zménu urcité veliCiny mlZe zaznamendvat svysokou citlivosti. Zaroven tenkost
nanovlakennych vrstev umoziuje rychly prenos této informace. Postupem ¢asu se tak
uhlik, polymery a oxidy kovl v podobé nanovlakennych tkanin staly zakladem citlivych
a vysoce stabilnich senzor( s kratkym ¢asem odpovédi 4.

MUzeme je najit v chemickych senzorech odpovidajicich na chemické zmény v plynnych
nebo kapalnych vzorcich, a biosenzorech kontrolujicich vnitini prostfedi organismu pro analytické
Ucely. Chemické sensory a biosenzory predstavuiji zpravidla elektrochemicka zatizeni, ve kterych
nanovlakenné ¢asti tvori elektrodu. Elektrolyticka reakce na povrchu elektrody produkuje méfitelny
proud, napéti, nebo zplisobuje zmény vodivosti media 8. Jako pfiklady chemickych senzord

vyuzivajicich nanovlakna mohou byt amoniakalni a dusikova ¢idla vyrobena z polymer( &, oxid(
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kova a jejich rGzné povrchové modifikace ®2. Déle sem patfi grafenové senzory ©3
a kompozitni materidly ®4. Hodnoty dopaminu, glukdzy, kyseliny moéové nebo peroxidu
vodiku jsou sledovany pomoci biosenzord obsahujicich elektrody ze zvlaknénych
polymerd 8, biopolymer( ©°, uhliku ®7, kovu a jejich oxidd °8. Pro detekci makromolekul
v biologickych tekutinach se pak vyuzivaji specifické senzory s imobilizovanymi enzymy na

povrchu nanovldkennych elektrod 2.
3.1.6.3. Chromatografické separace

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography, HPLC), plynova chromatografie (gas chromatography, GC) a tenkovrstva
chromatografie (thin-layer chromatography, TLC) pokryvaji vétsinu kvalitativnich
a kvantitativnich analyz v oblasti analytické chemie. Caste¢né ma na tom podil velky vybér
stacionarnich fazi, ktery umoznuje vyuZiti téchto technik pro vétSinu nizko-
i vysokomolekuldrnich latek °°. Diky své vysoké sorpéni kapacité a variabilité svych

modifikaci by se nanovldkenné sorbenty mohly uplatnit i pfi chromatografickych
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separacich. Zatim se je podaftilo Uspésné pouzit v TLC, avsak jako sorpéni materialy pro
HPLC ani GC jesté nebyly popsany. Chigome ve své prdci rozviji domnénku, Ze proniknuti
nanovldken do této védni oblasti brani jejich nizkd mechanickd stabilita °°. Doposud
nebyla vyrobena Zadna nanovlakna, ktera by vydrzela tak vysoké tlaky, potazmo teploty,
kterych je v téchto separacnich technikach uzivano.

Nanovldkna vyrobena elektrostatickym zvldkfovanim jako sorbent pro TLC
(konkrétné pro ultra-tenkovrstvou chromatografii, UTLC) byla poprvé predstavena
Olesikem vroce 2009 9. Vtéto studii byly steroidni slouceniny rozdéleny pomoci
polyakrylonitrilu v kratSim ¢ase a s vy$si extrakéni uc¢innosti nez na komeréni stacionarni
fazi. Problémem se vSak ukdzala reprodukovatelnost méreni, kterou se Olesik et al. snazi
vyfesit v dalsi praci pomoci orientovanych nanovldken . Orientovany PAN poskytoval
nejen opakovatelnéjsi vysledky, ale ve srovndni s neorientovanym, dosahlilepsi separacni
ucinnosti. Nanovlakna pak byla vyuzZita pro TLC jesté v nékolika studiich, ale jejich vyuZiti

je zatim predmétem vyzkumu 7.
3.1.6.4. Uprava vzorku

Nanovldkna od nedavna také predstavuji inovativni material pro SPE
a membrdnovou separaci. Jejich hlavnimi predpoklady pro tyto ucely je zvySeni sorpéni
kapacity a selektivity. Vysoky pomér plochy povrchu k objemu vldken také pfrispiva
k trendu miniaturizace téchto technik, protoZe i pfi sniZzeni mnoistvi sorbentu je
zachovana dostateéna sorpéni kapacita >°.

Membrany jsou popisovany jako selektivni bariéry mezi dvéma fazemi.
Nanovldkenné membrany slouZi pro elektrodialytickou separaci anorganickych iontd 72,
hemodialyzu pacient( s rendlni insuficienci 72, obnovu kov( nebo ¢isténi odpadnich vod
71,73 Mechanismus téchto dé&jd spociva ve schopnosti nanovldken vymérovat ionty, které
se dosdhne prostfednictvim povrchové Gpravy >°.

V SPE je hledani novych sorpénich material nikdy nekoncici pfibéh. Sorbenty hraji
totiz v SPE klicovou ulohu a od jejich kvality a spravného vybéru se odviji mira precisténi
vzorku a extrakéni Uéinnost 74, Pro vyhody zminéné jiz v pfedchozich kapitolach, si
nanovlakna nasla své priznivce i v oblasti extrakénich technik. Byla testovana ve formé
extrakénich kolonek, diski i pipetovacich 3$pi¢ek 7°. B&hem téchto experimentl
nanovlakna potvrdila extrakéni Gcéinnost srovnatelnou s komerénimi sorbenty at uz

v analyze potravin 7%, biologickych 77 nebo environmentdlnich vzorkd ’8. Vyvoj
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nanovlakennych sorbentl v extrakénich technikach se ubird smérem k vyssi selektivité,
kdy prostfednictvim vhodnych povrchovych uUprav se dafi pfipravovat sorbenty pro
extrakci pouze omezeného typu analytl, a také k automatizovanym extrakcim. Tim, Ze
vlaknité sorbenty zajistuji uniformni pritok vzorku s minimalnim zpétnym tlakem, se
dostaly do hledacku védeckych skupin zabyvajicich se on-line spojenim Upravy vzorku se

separaénimi metodami 7°.
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3.2. Extrakce na tuhou fazi
3.2.1. Uvod

Extrakéni techniky jsou nejcastéji pouzivanymi metodami Upravy vzorkl pred
analyzou. PUvodné nejpouzivanéjsi extrakce zkapaliny do kapaliny (liquid-liquid
extraction, LLE) je v poslednich letech nahrazovdna extrakci na tuhou fazi (solid-phase
extraction, SPE), kterd oproti LLE nabizi fadu vyhod. Mezi nimi Ize jmenovat nizsi spotiebu
arychlejsi a méné pracné provedeni, které souvisi s moznosti automatizovatelnosti
extrakéniho procesu. K oblibé SPE také napomohla variabilita usporadani a Sirokd nabidka
sorbentd, jez tuto metodu ¢ini mnohem vsestrannéjsi a vyuZitelnou pro extrakci vétsiny
analytd pfitomnych vkapalnych matricich. MuUze se jednat o Cisté extrakty,
environmentalni vzorky i biologické tekutiny. PreliSténi vzorku, ke kterému béhem
extrakéniho procesu dochazi je zpravidla dostateéné efektivnii pro takto slozité komplexni
matrice &,

Hlavnim ukolem extrakce na tuhou fazi je tedy izolovat hledanou slouceninu
v kapalném vzorku s tim, Ze ziskany extrakt musi byt dostatecné Cisty na to, aby mohl byt
podroben dalsi analyze. Vzhledem k tomu, Ze se Casto extrahuje celd smés latek, byva
touto analyzou nékterd separaéni metoda umoznujici zaroven uréit mnozstvi a identitu
analytl. SPE je tak zpravidla nasledovdna HPLC, GC nebo kapilarni elektroforézou
(capillary electrophoresis, CE). Neseparacni pritokové metody maji své uplatnéni
v analyze selektivné extrahovanych latek.

Ackoli byla SPE znama jiz dfive, k jejimu intenzivnimu rozvoji doslo az mezi léty
1960 aZ 1980 8, Neustdlé zdokonalovéani této metody pokraduje i dnes. Ve snaze
nasledovat trendy v oblasti Upravy vzorkd, jsou predstavovany jak nové sorpéni materialy,
tak vlastni usporadani, které by mély zajistit rychlejsi, selektivnéjsi a citlivéjsi analyzu
s minimalni spotfebou vzorku a organickych rozpoustédel 8. | pfes veSkeré inovace se
obecny princip SPE neméni. Kapalny vzorek je naneseny na tuhy sorbent. Pres néj prochazi
bud samovolné, nebo za poutziti kladného ¢i zaporného tlakového gradientu. Zachycené
slozky vzorku jsou nasledné vymyty eluc¢nim cinidlem, které porusi jejich vzajemnou
interakci s povrchem. V zavislosti na pouzitém mddu mlze dochazet bud k selektivni
extrakci, selektivnimu promyti, nebo selektivni eluci. BEhem selektivni extrakce je na
sorbentu zadrZovana vybrana ¢ast vzorku — analyt nebo interference — kterd je pak vymyta

vhodnym elu¢nim cinidlem. Zachyceni pozadované slozky je vtomto pfipadé ovlivnéno
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vybérem sorbentu. JestliZze se vSak na sorbent neselektivné navaze interference i hledany
analyt a jejich oddéleni je zavislé na vybéru elu¢niho Ccinidla, mluvime pak bud
o selektivnim promyti, kde eluéni ¢inidlo selektivné vymyje pouze nezddouci interference,
nebo o selektivni eluci, kdy je naopak vhodnym eluentem vymyt hledany analyt &2.

V zdvislosti na druhu sorbentu, se béhem extrakce latky uplatiuji van der
Waalsovy sily, vodikové mUstky, m—m interakce, interakce dipél-dipdl, nebo elektrostatické
interakce. Stejné tak jednotlivé kroky extrakéniho procesu se liSi u konkrétnich SPE
usporadani. Tato specifika jsou detailnéji popsana v nasledujicich kapitolach. V nich jsou
SPE pfistupy rozdéleny na tradiéni a moderni, ackoli toto rozdéleni neni dokonalé. Rada
pfistupll se prolind a to co bylo dfive moderni, by se dnes dalo oznadit jiZ za tradi¢ni. Pod
oznacenim ,tradi¢ni” jsou vtéto praci shrnuty SPE sorbenty a metody v laboratofich
nejcastéji pouzivané a ovérené. Naopak kapitola ,,Moderni trendy v SPE“ pak pojednava
o SPE pfistupech, které jsou stdle predmétem vyzkumu, jsou vyuZitelné pouze

v laboratofich se specifickym zamérenim, nebo predstavuji inovaci metod popsanych

v kapitole , Tradi¢ni SPE.”

3.2.2. Tradi¢ni SPE

Tradi¢ni SPE predstavuje jednoduchou a robustni Upravu vzorku pfed jeho vlastni
analyzou. VSechny parametry ovliviujici jeji efektivitu jsou velmi dobfe popsany a jejich
vhodnou volbou lze ziskat maximalni extrakéni ucéinnost pro Sirokou skalu analytd.
Extrakéni proces u tradiénich postup( se obvykle sklada z péti krokd L. Nejprve je sorbent
kondicionovan organickym rozpoustédlem, jehoZ druh zavisi na pouZitém sorbentu. Pro
reverzni faze se pouZivaji polarni organicka rozpoustédla misitelna s vodou, pak nasleduje
voda nebo pufr, aby zbytky organického rozpoustédla na sorbentu nesnizovaly zachyt
analyt(. Sorbenty fungujici v mdodu normadlnich fazi se kondicionuji organickym
rozpoustédlem shodnym s rozpoustédlem vzorku. Podobné je tomu v iontové vyménné
SPE, pokud jsou analyty rozpustény v nepolarnim rozpoustédle. Pfed nanesenim latek
v rozpoustédlech polarnich jsou iontové méniée kondicionovany ve vodé misitelnym
organickym rozpoustédlem. Kondicionaci sorbentu jsou jednak odstranény necistoty
z jeho vyroby, které by pak pfi nasledné analyze mohly interferovat, a dale pfi ni dochazi
k rozvinuti uhlikatych retézcl sorbentu. Tim je zajistén rovnomérny pritok vzorku

a patficny povrch pro interakce s analytem.
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Po kondicionaci nasleduje naneseni vzorku v rozpoustédle o vhodném pH, iontové
sile a obsahu organické slozky. Objem nanaseného vzorku se odviji od mnoZstvi sorbentu.
Pro retenci pozadovanych latek je treba zajistit optimalni a konstantni pritokovou
rychlost umoznujici dostatecnou miru a délku kontaktu latek se sorbentem. Slouceniny
s nizkou afinitou k povrchu jsou vymyty v nasledujicim kroku. Rozpoustédlo pro tento ucel
musi byt zvoleno tak, aby nevymylo latky, jeZz maji na sorbentu zUstat. JestliZe jsou na
sorbentu zadrzovany nechténé interference, extrakce zde konci. Pokud to jsou vsak nami
hledané analyty, jejich interakce s povrchem je ndsledné prerusena v dalSim kroku. Takto
vymyté sloudeniny pak mohou podstoupit analyzu 2. V nasledujicich kapitolach jsou

popsany nejcastéjsi sorbenty a formy SPE.

naneseni vymyti eluce
vzorku zakoncentrovani matrice analytd

[TI71

O

Obrazek 5 Jednotlivé kroky v procesu extrakce na tuhou fazi.

kondicionace promyti

3.2.3. Sorbenty

3.2.3.1. Materialy na bazi silikagelu

Silikagelové sorbenty se v analyze tési velké oblibenosti. Jejich vSestrannost,
vysoka extrakéni ucinnost a mechanickda odolnost z nich déla vyhodné materidly i pro
extrakci na tuhou fazi. Povrch silikagelu at uz ve formé monolitu nebo ¢astic, je velmi
heterogenni, nesouci rizné typy silanolovych skupin. Ty jsou velkou vyhodou i nevyhodou
téchto sorbentu. Silanolové skupiny jakozto centra reaktivity jsou vyuzivany pro chemické
modifikace 82. Kromé samotného silikagelu se tak pro zachyt poldrnich analytl mize vyuZit

kyano-, amino-, nebo diolovych skupin navazanych na jeho povrchu. Naopak pfipojenim
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uhlikatych retézcl ziskdme sorbenty pro extrakci nepolarnich latek. Pro izolace kyselin
a zasad z vodnych roztoku, které funguji na principu iontové vymény, se pak vyuZivaji
silikagely modifikované sulfonylovymi kyselinami nebo tercidrnimi aminy nesoucimi
pFislusny povrchovy naboj .

PFi chemickych Upravach povrchu se zpravidla nepokryji vSechny silanolové supiny,
které jsou pak zdrojem tzv. sekundarnich interakci. Ty mohou mit za nasledek jednak vyssi
stabilizaci zachycenych analytl prostfednictvim vodikovych mustkd, anebo nezadouci
zachyt polérnich interferenci pfi extrakci nepolarnich slouéenin 2. Zaroven jsou pFicinou

chemické nestability silikagelu v roztocich o pH niz8im neZ 2 a vy$3im nez 8 83,
3.2.3.2. Polymerni sorbenty

Polymerni sorbenty byly vyvijeny za ucelem prekonat limitace silikagelu.
Znamenaly prilom zejména v oblasti chemické stability, kdy prokazali odolnost v celé
Skale pH (1-14) 8. Zpoc&atku bylo jejich hlavni nevyhodou omezené mnoistvi komeréné
dostupnych sorbentd a nizka extrakéni ucinnost pro poldrni analyty. To se vSak v pribéhu
let zménilo a dnes jsou polymerni sorbenty rovnocenné se sorbenty silikagelovymi. Mezi
nejCastéji pouzZivané materidly patfi ko-polymery styrenu a divinylbenzenu a jejich
modifikace, které se stejné jako silikagel daji pouzit pro extrakce zaloZzené na polarnich,
nepolarnich a elektrostatickych interakcich. Nesetkdvdme se u nich sinterakcemi

sekundarnimi, coz vede ke snadnéjsi optimalizaci extrakéniho procesu .
3.2.3.3. Materialy zaloZzené na uhliku

Jednd se o nespecifické, neporézni sorbenty se zhruba desetindsobné mensim
specifickym povrchem ve srovnani s pfedchozimi dvéma typy. Chemie povrchu je
pomérné slozita a pri extrakci analytl se uplatriuje vice mechanism( retence. Popisovana
je iontovd vyména diky pritomnosti pozitivné nabitych skupin a adsorpce zalozena na
nepolarnich interakcich. Tyto sorbenty se tak mohou uplatnit vanalyze kyselych,
zasaditych i neutralnich latek #. Zpocatku, kdy byly sorbenty tvofeny pouze grafitickym
uhlikem, byla problémem pfilis excesivni retence, kdy analyty nebylo mozné vymyt bézné
pouzivanymi organickymi rozpoustédly. Imobilizaci uhliku na povrch silikagelového nosice
byl vSak tento problém vyfeSen a vzniklé sorbenty tak mohly tézZit z vyhod obou

material( 8.

45



3.2.4. Usporadani
3.2.4.1. Extrakéni kolonky

Sklenéné nebo plastové duté valecky se sorbentem uzavienym mezi dvéma fritami
z polyetylenu nebo nerezové oceli — to je plivodni a stale nejpouzivanéjsi format pro SPE
oznacovany jako extrakéni kolonky. Jsou dostupné ve velikostech pro objemy vzorku mezi
1 a 50 ml, stejné tak Sirokd skala dostupnych sorbentl vyhovuje vétsiné aplikaci. Dosazeni
optimalni extrakéni Ucinnosti je podminéno pomalejsimi pratokovymi rychlostmi. Proto

jsou kolonky pouZivany zejména pro mensi objemy vzork( 0.

Obrazek 6 llustrace rliznych velikosti komercnich SPE kolonek.
Zdroj: https://in.vwr.com/store/product/8940350/solid-phase-extraction-cartridges-hyperseptm-c18
[Internet, 19.9.2021].

3.2.4.2. Disky

Disky jsou tvoreny bud' sklenénou nebo teflonovou membrdnou, na nizZ jsou
imobilizovany castice sorbentu o priméru az pétkrat mensim neZ jsou pouzivany pro
kolonky, nebo jsou tyto ¢astice umistény mezi dva filtry ze sklenénych vldken 74. Diky malé
tloustce disku tak nanaseny vzorek prekonava mensi vzdalenost, a soucasné je v tésném
kontaktu s povrchem ¢astic. LepSi prenos hmoty ve srovnani s kolonkami tak umoznuje
vyuziti vyssich pritokovych rychlosti pfi dosaZzeni stejné extrakéni ucinnosti. Proto jsou

vhodnym fe$enim pro extrakce velkych objem 0.

Obrazek 7 Priklad komercnich diskl pro SPE. Zdroj: https.//www.fishersci.se/shop/products/bakerbond-
speedisk-sax-quaternary-amine-extraction-disk/15527694 [Internet, 19.9.2021].
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3.2.4.3. Mikrotitracni desticky

Tento model SPE byl poprvé predstaven v roce 1996 jako reakce na stale rostouci
poptdvku po automatizovatelnych extrakénich technikdch. Kazdd z 96, 384 nebo
1536 jamek na desti¢ce predstavuje samostatnou extrakéni kolonku vyplnénou 3 az
200 mg sorbentu. Jestlize objem a mnoZstvi sorbentu je dané a neménné, jedna se o fixni
desticky. Pokud Ize vSak ménit v zavislosti na potiebach operatéra, mluvime o flexibilnich
destickach, které jsou v praxi mnohem oblibenéjsi. Smyslem celého usporadani je
simultanni analyza nékolika desitek vzorkd, zajistujici opakovatelnéjsi a presné;jsi vysledky

a rychlejsi analyzu s minimalni rizikem zaneseni chyby 74.

Obrazek 8 Priklad komeréni desticky s 96 jamkami pro SPE.
Zdroj: https://preview.fishersci.fi/shop/products/hypersep-hypercarb-spe-96-well-
plates/10009002 ?tab=alternates [Internet, 19.9.2021].

3.2.5. Moderni trendy v SPE

Ve srovnani s tradi¢ni SPE ma moderni extrakéni proces zajistit izolaci co nejvétsiho
mnozstvi rlznych analytl v rdmci jedné analyzy, snizit ¢as a narocnost Upravy vzorkd,
a poskytovat vysledky s vy$3i pfesnosti a preciznosti 74. Nasledujici kapitola pfedstavuje

struény prehled téch nejpopularnéjsich trendl v oblasti extrakce na tuhou fazi.

3.2.5.1. Imunosorbenty

Na principu vysoce specifické interakce mezi protilatkou a antigenem byly vyvinuty
sorbenty pro selektivni zachyt strukturné pribuznych latek. Tato selektivita je
imunosorbentlm (IS) propUjcena skrz protilatky navazané na jejich povrchu. Protilatky

mohou byt monoklondlni, polyklondlni, nebo se jedna pouze o jejich vazebné fragmenty.
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Jsou syntetizovany na miru pfislusné aplikaci a kovalentné vazany na nosi¢ . Tim byva
bud’ agarosovy gel nebo pro on-line spojeni s dal$i analytickou technikou se pro vyssi
mechanickou a chemickou odolnost vyuZiva silikagel 7. Selektivita IS je spojena i s jejich
vysokou citlivosti. Proto je Ize vyuZit pro extrakce analyt( v nizkych koncentracich a tim
sniZit i spotiebu vzorku. Castéjsimu laboratornimu vyuZiti IS zatim brani jejich naro¢nost

pFipravy a s tim spojena vyssi cena komercnich produkt( 8% 86,
3.2.5.2. Molekularné vtisténé polymery

DalSim vysoce selektivnim sorbentem jsou molekuldrné vtisténé polymery
(molecularly imprinted polymers, MIP). Jejich selektivita je zaloZzena na pfitomnosti kavit,
které svym tvarem a velikosti a funkénimi skupinami odpovidaji templatové molekule —
analytu, pro kterou byl dany sorbent vytvoren. V téchto kavitdch jsou pak analyty
zadrZovany pomoci polarnich, nepolarnich ¢i elektrostatickych interakcich v zavislosti na
jejich strukture. MIP vznikaji zesitovanim polymeru za pfitomnosti templatové molekuly,
kterd je shodnd nebo strukturné pribuznd extrahovanému analytu. Poté je polymer
rozdrcen na castice s uzkou velikostni distribuci a pouzity templat je vymyt. Takto
pfipraveny sorbent je plnén do extrakénich kolonek jak pro off-line tak pro on-line verzi
SPE 8, MIP jsou oznacovany jako syntetické protilatky, protoZe vykazuji stejnou miru
selektivity. Zaroven jsou vSak mechanicky a chemicky odolnéjsi nez IS. Tento fakt spolu

s nizsi cenou je ¢&ini uZivatelsky zajimavéjsi 74,
3.2.5.3. Materidly s omezenym pfistupem

Materialy s omezenym pfistupem (restricted access materials, RAM) jsou znamy
jiz od roku 1986, vyznamny rozvoj viak zaznamenaly aZ v poslednich letech 8. Casto jsou
kombinovany s MIP nebo IS, za vzniku sorbentl selektivné vychytavajicich analyty
z biologickych matric. Hlavni prednosti RAM je totiz schopnost odstrafiovani
makromolekul z biologickych matric za souéasné retence nizkomolekularnich latek 8. Tyto
sorbenty jsou tvoreny poréznim materialem (polymery, silikagel), pficemz velikost port je
zvolena mensi neZ interference. Tento sitovy efekt je zpravidla podporen hydrofilnimi
skupinami na povrchu pusobici na makromolekuly repulznimi silami. Analyty jsou pak
zadrZovany uvnitf pérd na zakladé vazebnych interakci s povrchem 74, RAM byly navrieny

predevsim pro on-line extrakce, kdy jsou schopny vyrazné zjednodusit Upravu vzorkU
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v laboratofich zpracovavajicich biologicky material. Jejich vyuziti v off-line mddu je
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Obrazek 9 Grafické znazornéni mechanismu extrakce za vyuziti materiald s omezenym pfistupem.

3.2.5.4. MOFs

Metal-organic frameworks (MOFs) jsou porézni materidly tvorené ionty kovu nebo
kovovymi klastry, které jsou spojeny organickymi polymery pomoci koordinacnich vazeb.
Nejéastéji jsou syntetizovany solvotermdlni reakci za specifické teploty a tlaku 2.
Nastaveni téchto podminek a typ kovového iontu, typ polymeru a jejich vzdjemny pomér
urcuji zakladni vlastnosti vysledného MOF a sice porozitu, velikost pérd, jejich povrch
a tvar. VétSina MOFs disponuji tepelnou, chemickou a mechanickou stabilitou, nicméné
svou popularitu v analytické chemii si ziskaly diky specifickému povrchu o plose az 7000
m2. g1 a velké nabidce materidl(, jejich kombinaci a modifikaci 8. Na zakladé téchto
vlastnosti maji velky potencidl stat se novymi sorbenty pro SPE. Jako takové byly poprvé
popsany v roce 2006 °° a vyzkum tohoto sméru nadale pokraduje. Objevuji se aplikace
MOFs nejen pro klasické kolonové usporadani SPE ale i pro disky ¢i pro miniaturizovany
format. Zachyt analytl pfi extrakci je zalozen na m—m interakcich, vodikovych mustcich
a hydrofilnich/hydrofobnich interakcich. Zaroven do retenéniho mechanismu vstupuje
i velikost a tvar péra v materidlu, které zvysSuji selektivitu extrakéniho procesu oproti

klasickym materidlam 2,
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3.2.5.5. Nanomaterialy

Dlvodem, proc€ jsou nanomateridly s oblibou pouZivany jako sorbenty pro SPE, je
jejich schopnost naplnit vSechna oéekavani, které jsou na moderni Upravu vzorku kladena.
Do analyzy vnaseji vysokou miru selektivity a citlivosti. Jejich malé rozméry napomahaji
miniaturizaci technik, chemickd a mechanickd odolnost zajistuji viestranné pouZziti .
K tomu napomdha i fada dostupnych vychozich sloucenin. Podle nich se nanomaterialy
déli na ty zaloZené na polymerech %2, kiemiku 3, uhliku ®4, kovech a jejich oxidech °°. Jejich
rdznymi kombinacemi a povrchovymi Upravami se mozna aplikace jesté vice rozsifuje
a vysledkem je jejich pouziti v rGznych odvétvich pro Siroké spektrum analytl od Iéciv,
pfes biomolekuly a kovy, aZ po environmentalni polutanty .
tvofi materidly zaloZené na uhliku 2. Fullereny, uhlikové nanotrubice a uhlikova
nanovldkna patfi mezi nej¢astéji zminované ve védeckych publikacich. Molekuly tvorené
z péti Ci Sesti uhlikatych cykld pospojovanych do tvaru koule &i elipsoidu nesou nazev
fullereny. Jsou chemicky velmi stabilni, ale jejich nizkd agregacni schopnost jim zamezuje
vytvaret velké vrstvy sorbentu. Proto nasly uplatnéni zejména v miniaturizované podobé
SPE.  Uhlikové  nanotrubice jsou nejcastéji  pouzivanymi  nanomateridly
v modernich extrakcnich technikach, a to zejména diky jejich velkému povrchu a vysoké
adsorpcni ucinnosti. Jedna se o drobné trubicové utvary, které vznikly srolovanim jedné
(single-wall carbon nanotubes) nebo vice vrstev (multi-wall carbon nanotubes) plandrniho
sp? grafitu. Uhlikovd nanovldkna, tedy pevnd vldkna s délkou nékolika mikrometr(
a nanometrovym pramérem, rovnéz disponuji velkou adsorpéni kapacitou. Diky ni se staly
oblibenou pfimési jinych sorpcnich materidld a tak spiSe nez s Cistymi uhlikovymi
nanovlakny se setkdme s kompozitnimi materidly, do nichz jsou pfidavany pro modifikaci
reten¢niho mechanismus sorbentu %’.

Sorbenty vyrobené z kovu (stfibro, platina, zlato) nebo kovovych oxidd (oxid
Zelezity, titanicity, hlinity, zirkonicity, manganaty a cericity) byvaji zpravidla ve formé
Castic. Prednosti téchto kovovych nanocastic je kromé velké sorpéni kapacity a snadné
modifikovatelnosti jejich chemicka aktivita, ktera lze wvyuzit pro vysSi selektivitu
extrakce 3. Nékteré z materidld mohou disponovat i magnetickymi vlastnostmi. Takové
pak nachazeji uplatnéni v magnetické extrakci na tuhou fazi blize popsané v kapitole

3.2.5.8.%,
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Polymerni nanomateriadly mohou stejné jako uhlikové nabyvat vice podob. Lze se
setkat s jiz znamymi vlakny, ¢asticemi ¢i dendrimery. Jejich vyhodou je Siroké spektrum
vyuzitelnych vychozich materiald, mechanicka a chemicka odolnost a modifikovatelnost,
diky niZ lze snadno pfipravit sorbenty ,,na miru“ dané aplikaci 1. Sorbenty z organickych
a anorganickych polymer( se pouzivaji i jako nosice funkénich skupin i celych molekul pro
vysoce selektivni extrakce 8.

Kfemik se uplatiiuje nejen jako silikagel, vyznamnou roli za¢ind hrat i jeho
provedeni v nanorozmérech. Nanomateridly zaloZzené na kfemiku maji vétSinou podobu
Castic a Casto byva jejich povrch chemicky modifikovan rlznymi funkénimi skupinami.

Uplatnéni nasly nejen v klasické ale i miniaturizované podobé SPE 93,
3.2.5.6. Miniaturizace

Extrakéni techniky ve zmenseném formatu dokonale spliuji pozadavky moderni
analytické chemie. V prvni fadé klesa spotreba vzorku a organickych rozpoustédel, ¢imz
se snizuji nejen naklady, ale i ekologicky dopad. Dale se vyrazné zkracuje doba analyzy. Na
to maji vliv predevsim malé rozméry a jednoduchost vybaveni a s tim spojena jednoducha
obsluha, snadnd automatizovatelnost a moznost propojeni s dalSimi analytickymi kroky.
Potfebnd selektivita, citlivost a reprodukovatelnost téchto metod se vyviji v souladu
s jejich vzrastajici oblibou a komeréni dostupnosti komponent °°.

Prvni pokusy o miniaturizaci pochazeji z devadesatych let minulého stoleti, kdy byl
poprvé navrzen koncept mikroextrakce na tuhou fazi (solid-phase microextraction, SPME).
Snahou jeho autorl Pawliszyna a Arthura bylo pfeklenout nevyhody tradi¢ni SPE. V SPME
je ¢asto vhodny polymerni sorbent naneseny na kiemenné vladkno, které je ponoreno do
roztoku vzorku, nebo v pfipadé headspace metody je vlakno ponechano v prostoru nad
vzorkem. V obou pfipadech dochazi k adsorpci analytl na jeho povrch. Kritickymi
proménnymi, ovliviiujicimi extrakéni uéinnost, jsou rozdélovaci koeficient mezi sorbentem
a vzorkem, tloustka vrstvy sorbentu, doba extrakce, teplota a délka viakna. Po skonceni
adsorpce nasleduje desorpce za zvySené teploty nebo pomoci vhodného rozpoustédla,
a distribuce vzorku do GC nebo HPLC 1%,

Postupem ¢asu se z SPME oddélily dalsi pribuzné techniky. Lze mezi nimi jmenovat
dynamickou extrakci na tuhou fazi (solid-phase dynamic extraction, SPDE) nebo
mikroextrakce na tuhou fazi za vyuziti porézni membrany (porous membrane-protected

SPME, uSPE). Pfi SPDE je sorbentem potazen vnitiek jehly, kterd je pak spojend bud
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sinjekéni stfikackou nebo je prfimo soucasti autosampleru. Aktivni aspirace
prostfednictvim podtlaku zvySuje kontakt analytu se sorbentem, coZ urychluje extrakci
a zvysuje jeji ucinnost. USPE se s vyhodou vyuZiva pro komplexni matrice, kdy by hrozilo
ucpani bézné SPE kolonky. Sorpéni materidl je zde totiz chrdnén porézni polypropylenovou
membranou, kterd umoZiiuje prostup k sorbentu pouze nizkomolekuldrnim latkam °°.

Na SPME navazuje disperzni mikro-extrakce na tuhou fazi (dispersive solid-phase
microextraction, DSPME), ktera byla prfedstavena v roce 2003. Pozdéji se pak stala soucasti
patentovaného postupu Upravy vzorku QUEChERS. Principem je pfidani tuhého sorbentu
k roztoku vzorku. Diky disperzi sorpcnich ¢astic se zvySuje kontakt mezi jejich povrchem
a analytem. Po ukonceni extrakce je vzorek centrifugovan a ze sedimentovaného sorbentu
je eluovan zachyceny analyt. Jako sorbenty se uplatni materialy béZné pro SPE 01,

Jak jiz z ndzvu metody vyplyva, extrakce na tuhou fazi pomoci michadla (stir-bar
sorptive extraction, SBSE), vyuZivd magnetickych michadel potaZenych nepolarni
polymerni fazi. Extrakce analytli pak probihd na zakladé hydrofobnich interakci béhem
michdni roztoku vzorku, kam bylo michadlo vloZeno. Ve vyjimecnych pfipadech lze
extrakci provadét i headspace metodou, kdy je michadlo drzeno v uzavéru vialky pomoci
kovového plisku. Po ukonceni extrakce se michadlo oplachne vodou a necha vyschnout.
K uvolnéni analytl dochdzi bud tepelnou desorpci nebo eluci rozpoustédlem 102,

Posledni opravdu inovativni format miniaturizované SPE byl pfedstaven v roce
2004 pod ndazvem mikroextrakce pomoci baleného tuhého sorbentu (microextraction by
packed sorbent, MEPS) a velmi brzy se od laboratorniho usporadani preslo ke komeréni
vyrobé. MEPS technika vyuziva opét klasické SPE sorbenty naplnéné v tzv. barelu. Ten je
z jedné strany pfipojen na injekcni stfikacku o objemu 100 az 250 pl a z druhé strany na
jehlu. Pomoci jehly je vzorek aspirovan do barelu se sorbentem, kde dochazi k adsorpci
analytli na jeho povrch. Pfi eluci se barel vyméni na Cistou stfikacku a nasatim elucniho
¢inidla se vymyji zachycené latky. Na trhu jsou k dostani rizné typy MEPS zatizeni vhodné

jak pro extrakce ruéni, automatické, nebo spojené s dalsi analytickou technikou 1%,

3.2.5.7. Extrakcni Spicky

Extrakéni Spicky navazuji na snahu automatizovat extrakce. Zjednodusené je lze
popsat jako zmenseny model SPE kolonky. Tuhy sorbent je umistén uvnitf pipetovaci
Spicky a drzen na misté pomoci filtru. Miniaturni format sniZuje nejen mnozZstvi

spotfebovaného vzorku a rozpoustédel, ale zaroven také vyrazné zkracuje ¢as extrakce.
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To vse s extrakéni Ucinnosti korespondujici s provedenim SPE v bézné velikosti. Mala
velikost vSak mlZe byt i nevyhodou, a to zejména pfi zpracovavani velmi komplexnich
matric (biologické vzorky), které mohou snadno zanést tzké usti $picky 74.

K oblibé extrakénich Spicek prispiva i jejich variabilita. Kromé komeréné
dostupnych, sorbentem jiz pfedplnénych variant si lze Spi¢ky ptipravit i v laboratofi.
Naplnénim prazdnych pipetovacich Spi¢ek vhodnym sorbentem nebo jejich kombinaci tak
mUze vzniknout extrakéni jednotka s vysokou specifitou k uréitému analytu. Pfi tomto
postupu je vSak nutné dbat na dobrou techniku plnéni, aby byla zaruc¢ena opakovatelnost

vysledku 104,
3.2.5.8. Magnetickd SPE

Magnetickad extrakce na tuhou fazi (magnetic solid-phase extraction, MSPE) byla
poprvé pouZzita v roce 1999 a je zajimavou alternativou k disperzni mikroextrakci na tuhou
fazi 105, VyuZiva &asticovych sorbentd s magnetickymi vlastnostmi potaZzenych sorbentem.
Ve svém principu se nelisi od klasické DSPME. Sorbent je pfidan ke vzorku, po extrahovani
analyt na jeho povrch je sorbent zroztoku odstranén pomoci magnetického pole
a analyty jsou pak vymyty po pfidani vhodného organického cinidla. Pak mlze byt vzorek
rovnou analyzovdn nebo pred vlastnim analytickym stanovenim probéhne jesté
zakoncentrovani vzorku. Rozdilnd je pouze cast, kdy dochazi k oddéleni sorbentu
s navazanymi analyty zroztoku vzorku. Pfi DSPME se vyuZiva centrifugace, u MSPE
magnetické vlastnosti sorbentu, ktery tak mulze byt odstranén plsobenim vnéjsiho
magnetického pole 106,

Pro tuto aplikaci se postupné zkouseji nové a nové sorpcni materidly. Zakladem
Casto byvaji kovové nanoddstice bud samotné, nebo s modifikovanym povrchem. Velmi

oblibené jsou také jiz zminéné uhlikové nanotrubice, MOF, MIP nebo samotny grafen 1%7,
3.2.5.9. On-line extrakce

U této pokrocilé extrakéni techniky se jedna o spojeni Upravy vzorku s ndslednou
analytickou koncovkou, velmi ¢asto separacni, pro uréeni totoznosti a/nebo koncentrace
analytu 8. DlleZitou soudasti instrumentace je vhodné rozhrani — komponenta, kterd
umoznuje smérovat pritoky mobilnich fazi a eluc¢nich ¢inidel pres SPE kolonky nebo
extrakéni disky do dalSich ¢asti systému. Obecné pfinasi automatizované propojeni vice

analytickych technik za sebou fadu vyhod. Kromé zmifnovaného urychleni a usnadnéni
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prace, zabranuje téZ kontaminaci vzorku a kontaminaci prostredi, snizuje ztraty analyt(
a zvysuje pfesnost a preciznost provadénych méfeni 1%,

Nejcastéji byva SPE on-line spojovana se systémy HPLC nebo UHPLC, jakozto
nejpouzivanéjSimi analytickymi instrumenty. Toto usporadani je detailnéji popsano
z chromatografického Uhlu pohledu v kapitole 3.3.3.

SPE-GC zafizeni nebyvaji tak ¢asta vzhledem k inkompatibilité mobilnich fazi, kdy
pro extrakéni krok byva zpravidla vyuZivana kapalina, kterd musi byt pred vstupem do
kolonového prostoru odpafena. K tomuto kroku se vyuZivaji tzv. retention gaps. Velkou
vyhodou v SPE-GC analyzach byva vyuziti extrakénich technik umozniujici headspace
adsorpci a naslednou termalni desorpci zachycenych latek 1.

Ani on-line spojeni SPE s CE neni pfilis obvyklé. Byva totiz problematické z hlediska
velkého objemu, ktery je ziskan po prlchodu extrakéni kolonkou. Pro ndslednou
elektroforézu musi byt oddélena a do kapilary vpusténa pouze jeho ¢ast. Pokud jiz ma tedy
byt CE pfimo spojena s extrakénim krokem, je vyhodnéjsi in-line nebo at-line usporadani.
Vsechny tfi zplUsoby vsak odstranuji dva hlavni nedostatky CE a sice nizkou citlivost
a problematickou analyzu komplexnich matric 11°,

Z dalSich metod, se kterymi lze SPE spojit, Ize jmenovat hmotnostni spektrometrii
111 nebo sekvenéni injekéni chromatografii 112, Kromé separacnich technik mohou byt

114

extrakce spojovany i s voltametrii '3, atomovou absorpéni spektrometrii 114, nebo jsou

soudasti systéma pro pritokovou analyzu 1%,
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3.3. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

3.3.1. Uvod

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid
chromatography, HPLC) je analytickd metoda, ktera je pouZivana v nespoctu laboratofi po
celém svété a je metodou volby pro fadu kvalitativnich a kvantitativnich analyz. Tento
status se ji podafilo ziskat zejména diky (a) témér univerzalnimu pouziti, (b) vysoké
presnosti méreni, (c) velké nabidce pfistrojli, kolon a dalSiho pfislusenstvi podporujicich
jeji univerzalnost 11,

Objev kapalinové chromatografie se datuje do zac¢dtku minulého stoleti. Jeji
tehdejsi usporadani sestavalo pouze ze sklenéného vélce — kolony — vyplnéného jemné
praskovanym matridlem (napf. kiidou). Vzorek se manudlné nanasel na svrchni ¢ast
sorbentu a pouze na zakladé gravitacni sily postupné protékal valcem. Pti tomto prichodu
oddéleni. Pavodné se takto analyzovaly barevné vzorky, identifikace jednotlivych frakci
mohla byt tedy provedena vizualné, diky jejich odliSnému zbarveni. Po odebrani pfislusné
frakce a odpareni rozpoustédla byl analyt pfipraven ke kvantitativni analyze. Cely tento
proces byl tedy velmi ¢asové naroény a pracny 16,

Dals$im vyvojovym stupném bylo vroce 1940 predstaveni papirové
chromatografie, ve které je misto kolony pouzivan pruh papiru. Jeden jeho konec je
ponoren do rozpoustédla, které postupnym vzlindnim separuje slozky vzork( nanesenych
plvodné nad jeho hladinu. Nahrazenim papiru za silikagelem pokrytou desku vznikla
tenkovrstva chromatografie. Obé tyto techniky nabizely oproti plvodnimu kolonovému
usporadani snazsi operativu, moznost separovat vice vzorkd soucasné a jednodussi
detekci latek zaloZenou na barevnych reakci analytl po naneseni pfislusného ¢inidla na
chromatografickou desku 1.

Svoji nejznaméjsi podobu ziskala kapalinovd chromatografie na konci 60. let
minulého stoleti, kdy se objevila HPLC. Technika, jeZ v soucasnosti zvladne separace
desitek latek v Fadech minut Y7 a Ize pouZit jak pro makromolekuly tak nizkomolekuldrni
latky, je na rozdil od svych predchlidkyn plné automatizovana. Tato skutecnost spolec¢né
s peclivou optimalizaci jejich jednotlivych ¢asti od davkovace vzorkd po detektor zajistuje
velmi presné vysledky, na které se spoléha farmaceuticky prlmysl, anti-dopingové

laboratore, forenzni védy, l1ékarstvi a mnohé dalsi instituce. A€ by se tedy mohlo zdat, Ze
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HPLC jiz dosahla svého vrcholu, opak je pravdou. Stéle se objevuji nové trendy a sméry,
kterymi se tato metoda mUzZe ubirat. Ty nejintenzivnéji studované a vyuZivané jsou

popsany v nasledujici kapitole.

3.3.2. Moderni trendy v HPLC

HPLC je rychla, plné automaticka, robustni a prfesnd separacni analyticka metoda,
vhodnd pro Siroké mnozstvi latek, které vramci jedné analyzy mohou byt zaroven
identifikovany a kvantifikovany. Ani pres tyto vyhody vsak nedokaZe vzdorovat tlaku
pokroku v analytickych metoddch. Stejné jako i fada jinych technik se tedy stala
pfedmétem vyvoje, jeZ ji ma posunout smérem k jesté rychlejSimu, snazSimu, pfesnéjSimu
a citlivéjSimu stanoveni. Béhem éry HPLC byly zakonitosti a parametry ovliviujici
chromatograficky proces jiz velmi dobfe popsany. Tyto znalosti ted slouZzi k cilenym
inovacim tykajicich se jak instrumentace a prislusenstvi, tak chromatografické techniky

jako takové.
3.3.2.1. Monolitické kolony

Kolony vyplnéné monolitickymi sorbenty dosahuji oproti ¢asticovym témér stejné
ucinné separace za kratsi dobu a pfi nizsich tlacich. Jsou tvoreny jednim kusem materidlu,
v jehoZ strukture se vyskytuji dva typy pérd. Velké makropdry zajistuji konvektivni tok
mobilni faze a stfedné velké mezopédry zajistuji dostatecné velky povrch pro optimalni
zachyt analytd. Komercéné dostupné jsou polymerni monolity a monolitické sorbenty na
bazi silikagelu. Povrchy obou materidld mohou byt modifikované rlznymi funkénimi
skupinami pro dosaZeni variability reten¢nich mechanism( 8, Monolitické kolony se pak
stejné jako ¢asticové daji vyuzit pro separaci v systému reverznich fazi (reversed phase,
RP), v systému normalnich fazi (normal phase, NP), hydrofilni interakéni chromatografii
(hydrophilic interaction liquid chromatography, HILIC), iontovou vyménu (ion exchange,
IE), nebo jako nosi¢e ligand( pro afinitni chromatografii 11°.

Vychozimi materiadly pro vyrobu polymernich monolitickych sorbentl jsou ¢asto
kombinace styrenu a divinylbenzenu, alkylmethakrylaty, akrylamidy nebo kov obsahuijici
slouéeniny navazané na organickém polymeru (metal-organic frameworks, MOFs) 1%,
Radikalovou polymeraci iniciovanou termalné nebo fotochemicky a za pridavku vhodného
porogenu, vznikaji pak dané porézni struktury 8. Pfiprava silikagelovych monolitd je
narocnéjsi a probiha na zdkladé hydrolyzy a sol-gel separace tetramethoxysilanu (TMOS),

tetraethoxysilanu nebo hybridni kombinace TMOS a methyltrimethoxysilanu (MTMS), kdy
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se oddéluje silikagelova faze od faze vodné. Porozity je nasledné dosaZeno pusobenim

120 Chemickd a mechanickd odolnost monolitd

amoniaku za zvySené teploty
odpovida polymernim, respektive silikagelovym ¢asticovym sorbenttim 18,

Kromé kapalinové chromatografie se s monolitickymi sorbenty miZeme setkat
v GC, kapilarni elektrochromatografii (CEC), superkritické fluidni chromatografii (SFC) 12°

a i v nékterych extrakénich technikach 2%,
3.3.2.2. Kolony s povrchové poréznimi ¢asticemi

Povrchové porézni (core-shell) castice byly poprvé predstaveny vroce 2006
a predstavuji kompromis, jak zvysit separacni Uuc¢innost chromatografické separace bez
nutnosti UHPLC instrumentace (viz kapitola 3.3.2.3.). Ve srovnani sbéiné
vyuzivanymi plné poréznimi ¢asticemi zajistuji lepsi prenos hmoty, coZz ve vysledku
znamena stejné ucinnou analyzu za nizsich zpétnych tlakd 122, Povrchové porézni ¢astice
tedy Ize pouZit s béZnym HPLC systémem, jeho? efektivita je pak srovnatelnd s UHPLC 123,

Toto vyhodné chromatografické chovani je umoznéno diky struktufe kombinujici
dvé ¢asti. Prvni z nich je silikagelové, méné castéji hlinikové, zlaté, uhlikové nebo
polymerni jadro. Druha je tvorena nékolika vrstvami kiemiku s definovanou porozitou.
Dohromady tyto ¢asti davaji sférické 1,3 az 5 um velké ¢dstice s Uzkou velikostni distribuci.
To, Ze je porézni pouze ¢ast objemu Castice, vede k tomu, Ze molekuly analytu nepronikaji
tak hluboko do struktury staciondarni faze, jako je tomu u plné poréznich &astic. Tim je
vyrazné redukovana difuze separovanych zon a tedy i rozsifovani pikll. Kombinace
s rovnomeérnéjsi distribuci velikosti zlepSuje pfenos hmoty, a tak sekundarné vede
k urychleni analyzy a sniZeni spotfeby rozpoustédel 118 122,

Vyuziti povrchové poréznich castic v kapalinové chromatografii je stejné s témi
plné poréznimi. Byly popsany separace biologickych makromolekul 124
i nizkomolekuldrnich analytl v potravinovych %, environmentalnich % i biologickych

vzorcich 177,

3.3.2.3. Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie

Charakteristikou ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie (ultra-high
performance liquid chromatography, UHPLC) jsou castice s rozméry do 2 um (plné
porézni) nebo do 3 um (povrchové porézni), naplnéné v kolonach uzsich a kratsich, nez je
bézné pro HPLC. Tim, na zakladé teorii chromatografické separace, je dosazeno

efektivnéjSi a rychlejsi analyzy. Zmenseni casticového priméru vSak neodmyslitelné
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souvisi s nardstem zpétného tlaku, ktery musel byt vyresen patficnou instrumentaci. Tak
byly vyvinuty pfistroje pracujici v rozmezi 100 az 150 MPa a od HPLC se oddélila UHPLC
metoda, ktera se postupné stava metodou volby v fadé analytickych laboratofi. Na rozdil
od HPLC je totiZ rychlejsi, selektivnéjsi a poskytuje presnéjsi vysledky za soucasné nizsi
spotfeby rozpoustédel a vzorku 8,

Aby mohl byt plné vyuZit potencidl UHPLC, musi instrumentace splfiovat nékolik
kritérii. Pouzité pumpy musi byt dostate¢né robustni, aby zajistovali stabilni a rovhomérny
pratok i pfi tlacich nad 100 MPa. Pomoci Uzkych kapildr nebo nastavenim zpoZzdéného
nastfiku se snizuje dopad zpozdéni gradientu, které kvali kratkym metoddm v UHPLC
mUzZe vyrazné ovlivnit selektivitu. Rychlejsi separace také klade jisté naroky na detektory.
Z hlediska statistiky je pro spolehlivou kvantifikaci doporuc¢ovdano dosahnout
alespon 12 - 15 bodU na pik. Proto detektory spojené s UHPLC musi sbirat data rychlosti
minimdlné 10 Hz. Navic veSkeré spojeni a kapildry v chromatografickém systému,
pFipadné prutokové cely detektoru, musi byt dostateéné odolné vi&i vysokym tlakam 118,

Ackoli je UHPLC stejné jako HPLC velmi univerzalni metoda, velkou vyhodu
predstavuje zejména pro laboratore, kde je tfeba analyzovat velké mnozZstvi analytl ve
vzorku. Konkrétné to mohou byt forenzni a toxikologické analyzy 1?8, farmakokinetické 12°

a metabolomické studie 13°.
3.3.2.4. Miniaturizace

Snaha o mensi, ucinnéjsi a vykonnéjsi zafizeni udava vyvojovy trend v elektronice
uz od poloviny minulého stoleti a Uspéchy zde dosazené pomoci zmensovani a integrace
jednotlivych zatizeni do jedné platformy posléze vyustily v nespocet moznosti i pro védu
a technologie, analytickou chemii nevyjimaje. Vysledkem miniaturizace vtomto oboru
jsou mikrofluidni a nanofluidni analytické systémy. Podle definice se jedna o zafizeni, kterd
maji alespon jeden rozmér mensi nebo roven 100 um, respektive 100 nm. V soucasnosti
maji podobu Cipl se soustavou drobnych kanalkd nebo podobnych atvard, zajistujicich
pratok kapalin, a nejcastéji se pouzivaji pro elektroforetické nebo chromatografické
separace, pfipadné se jednd o koncepty tzv. Lab-on-a-Chip (LoC) a mikro-total analytical
system (UTAS), které spojuji nékolik analytickych krok( pfi zachovani miniaturnich
rozmérd celého zafizeni 18,

Miniaturizaci separacnich analytickych systém{ se (a) sniZuje spotieba vzorku
a pouzitych rozpoustédel, (b) zkracuje <¢as analyzy, (c) zvySuje flexibilita
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a automatizovatelnost analytického procesu. Analyza vzorkud je pak rychlejsi a citlivéjsi,
méné ndrocna na obsluhu a Setrnéjsi k Zivotnimu prostiedi. Velkou vyhodou jsou malé
rozméry zafizeni, umoziujici jejich pfenosnost a tim i moznost analyzovat vzorky pfimo
po jejich odbéru 118,

Na rozdil od mikroelektronickych, se v pfipadé mikro-/nanofluidnich analyzatord
nejednd pouze o zmensené verze klasické instrumentace. Konkrétné, pfi vyvoji
miniaturizovanych chromatografickych systémd, se muselo vzit v potaz nékolik
nasledujicich aspektl. Kapaliny se totiz pfi velikostech pouzivanych objemu chovaji jinak.
Turbulentni tok se méni v laminarni, a tak se kapaliny misi pouze na zakladé difuze.
Zaroven se snizovanim objem{ vzrista vyznam kapildrnich sil a povrchového napéti.
Pumpy prekonavaji velky tlak dany ¢asticemi s rozméry mensimi nez 1 um a zaroven musi
zajistit presny a staly pratok v fadech nanolitrd za minutu. Davkovani nanolitrovych
objem( vzorku je zajiSténo nanolitrovou davkovaci smyckou nebo musi byt naddvkovany
objem redukovan vhodnym splitem. Pokud je k detekci analytu vyuzit UV/VIS detektor, je
vhodné pouzit detekéni celu ve tvaru U nebo Z, aby byla zachovana patficna citlivost, jez
ma tendenci klesat se snizujicim se objemem protékajicich kapalin. Déle je tfeba pracovat
se zménami fyzikalnich viastnosti kapalin, danych rovnéz nizkymi pratokovymi objemy 18,

Soucasné komercné dostupné mikro-/nanofluidni analyzatory zpravidla sestavaji
z pump spojenych s ¢ipem pres vhodné rozhrani. Na ¢ipu muze probihat bud' jen separace
nebo mUze byt doplnénai o krok Upravy vzorku ¢i derivatizaci. Nasleduje rozhrani spojujici
Cip s detektorem. VSechny c¢asti jsou jiz uzplsobeny vsem specifikim, ktera miniaturizace
obnasi. Lze tak dosahnout rychlé a presné analyzy v oblasti malych molekul, biofarmak

i nukleotid( 118,
3.3.2.5. Multidimenzionalni chromatografie

Separace analyt(l za poutZiti vice kolon (dimenzi), je dalsi vyvojovy smér HPLC, ktery
dosahuje vyrazné lepsi separacni Uucinnosti, zejména pro realné vzorky, kde se ocekava
velky pocet analytll 131, Tato metoda nasla uplatnéni v analyze polymer(, farmaceutik 132,
biologickych molekul 33 a rostlinnych latek 3% vzork( ze Zivotniho prostfedi 3°
a petrochemického primyslu 31,

Ackoli multidimenzionalni chromatografie mlze byt teoreticky zaloZena na spojeni
fady chromatografickych kolon, nej¢astéji se setkdme s dvoudimenzionalni kapalinovou

chromatografii (2D-LC). Jak jiz vyplyva z ndzvu, jde o spojeni separace na dvou kolonach,
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které se lisi svymi selektivitami. Toto spojeni Ize provést off-line, kdy je vzorek po prvni
analyze sbiran a znovu davkovan na kolonu s jinou stacionarni fazi, nebo on-line. V on-line
rezimu se pak rozliSuji dva médy — komprehenzivni (comprehensive) a frakéni (heart-
cutting) 18,

Frakéni mdd spociva ve sbéru urcitych casti efluentu z prvni dimenze, které jsou
dale analyzovany v dimenzi druhé. Ta ma zajistit dostatecnou selektivitu pro latky, jez
béhem prvni dimenze nebyly dostatec¢né rozdéleny. Pozadované frakce jsou sbirany
sbératem frakci a nasledné davkovany na dalsi kolonu, nebo je pro tento ucel vyuzit
vicecestny prepinaci ventil, ktery zménou toku presméruje pozadovanou ¢ast efluentu
zprvni dimenze do dimenze nasledujici. Komprehenzivni mod vyuZivd stejnou
instrumentaci s tim, Ze do dal3i dimenze je pfesmérovan cely objem vzorku 32,

Pfi vyvoji metody je tfeba nejen optimalizovat separacni podminky pro kazdou
dimenzi, ale i docilit, aby tyto podminky byly vzajemné kompatibilni, a to zejména tehdy,
vyuZiva-li se on-line spojeni jednotlivych dimenzi. Pfi vyvoji metody pro 2D-LC je klicové
aby (a) kolony v jednotlivych dimenzich méli odliSnou selektivitu (maximalizace
davkovani vzorku z pfedchozi dimenze, (c) rozpoustédla pouzita v prvni dimenzi musi byt
kompatibilni i s tou druhou, (d) objem sbérace frakci odpovidal objemu sbiraného vzorku,
(e) posloupnost jednotlivych krokd analyzy byla spravné nacasovand. Naroc¢nost vyvoje
metody je jednou z prekazek branicich SirSimu vyuziti multidimenzionalni chromatografie
i pres jeji bezesporu vyssi Uclinnost ve srovnani s klasickou jednodimenzionalni

HPLC 118, 131.

3.3.3. On-line spojeni HPLC s SPE

Vhodné zvolena a ucinnd Uprava vzorku je zakladem Uspésné analyzy. Zpravidla se
se stdle rychlejSimi analyzatory. Proto ke klasickym metoddm uUpravy vzorku provadénymi
manuadlné mimo analyticky systém, tedy off-line, pfibyvaji postupné at-line varianty
provadéné v automatickém pfistroji a on-line postupy, kdy je Uprava vzorku pfimo
spojena s nasledujicim krokem analyzy 3¢. Uspofadani metody vidy zévisi na konkrétni
metodé, laboratornim vybaveni, zkuSenostech persondlu, pozadovanych vystupech
a po¢tu zpracovavanych vzorkd. Upravy vzorkd provadéné off-line jsou dobré pro malé

mnoZstvi vzorku a stejné jako at-line metody jsou jednoduché a flexibilni z hlediska
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optimalizace. Pro analyzy velké série vzork( jsou pak vhodné at-line nebo nejlépe on-line
Upravy. Specidlné u nich je viak tfeba pocitat s ndro¢néjsi optimalizaci 13’. Kromé Uspory
casu prinaseji on-line Upravy vzorku i dalsi vyhody. Pti analyze toxickych vzork( je omezen
jejich kontakt s personalem, Ize analyzovat tékavé analyty bez velkych ztrat a snizenim
krok( analyzy se redukuje spotfeba vzorku, zvy3uje citlivost a pfesnost vysledk( *37.
Spojeni SPE-HPLC patfi mezi nejrozsitenéjsi on-line techniky. Podili se na tom
zejména jeho vsestrannost, komerc¢ni dostupnost produktli, robustnost a flexibilita.
Instrumentalni usporadani tvofi chromatograficky systém, vybaveny systémem pump
zvlast pro chromatografickou a zvlast pro extrakéni kolonu. SPE kolonka je zapojena do
systému nejcastéji pres vicecestny ventil, ktery zménou své pozice pfesmérovava toky
mobilnich fazi 137, Po nastfiku vzorku je ventil v poloze A a kolonka je promyvana mobilni
fazi takového slozeni, aby byly odstranény nechténé interference. Po pfepnuti ventilu do
polohy B dochazi k eluci zachycenych analytd eluéni mobilni fazi do chromatografické
kolony a jejich nasledné separaci. Pfenos zachycenych latek z SPE kolonky mize probihat
bud' ve straight-flush nebo back-flush médu. Protoze vétSina analytl je zachycena na
zacatku kolonky, back-flush mdd zajistuje efektivngjsi eluci, mensi difazi
zakoncentrovanych zén a tim také predchazi rozsifovani pik( 138, Extrakéni kolonky jsou
zpravidla o rozmérech 10 az 20 mm x 1 az 4,6 mm a jsou plnény polymernimi nebo
silikagelovymi sorbenty s povrchovymi uUpravami pro RP, NP, IE, RAM, MIP nebo
IS extrakce. Pro zvySeni selektivity a precisténi vzorku je mozné i zapojeni nékolika riznych

kolonek za sebou 137,

a) pumpa C pumpa A pumpa B b) pumpa C pumpa A pumpa B

-

esticestny
prepinaci ventil

Sesticestny
prepinaci ventil

N

extrakéni
cartridge

extrakéni

cartridge

separacni
kolona

separacni
kolona

[ ISP |

odpad odpad

UV detektor software UV detektor software

Obrazek 10 Pribéh a) on-line extrakce a b) nasledné separace v HPLC systému s prepinacim ventilem pro
presmérovani pritoku mobilnich fazi.
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vevys

protoZe se musi jednotlivé parametry nastavit tak, aby byly kompatibilni i s naslednou
analyzou. Stejné je tomu tak i u SPE-LC. KaZzdopdadné poté je systém plné automaticky
a ¢as, vénovany optimalizaci se vrati v podobé rychlé analyzy vyZadujici minimalni zasahy
operatora. Pri nastavovani podminek extrakce hraji ddlezitou roli davkovany objem
vzorku, sloZeni a objem promyvaci mobilni faze dany dobou extrakce a prltokovou
rychlosti, a sloZeni eluéni mobilni faze 3.

Pti on-line extrakci je na chromatografickou kolonu davkovan cely extrakt. Tim je
zajisténa vysoka citlivost, zaroven vsak maze snadno dojit k prekroceni separacni kapacity
chromatografické kolony. MnozZstvi davkovaného vzorku se tedy voli s ohledem na
koncentraci analytu. SloZeni promyvaci mobilni faze a jeji objem dany dobou extrakce
a prutokovou rychlosti, musi zajistit dokonalé precisténi vzorku a zaroven predejit
nechténému vymyvani analyt(. Jejich eluce je pak pfi on-line extrakci zajisStovana pomoci
mobilni faze, jejiz slozky se posléze pouziji zaroven i pro separaci na chromatografické
koloné. Proto je tfeba zajistit jeji kompatibilitu s obéma stacionarnimi fdzemi a vhodnou
eluéni silu, aby nedochdzelo k rozsifovani pik( 137,

Automatizované spojeni SPE a LC bylo pouZito jiz pro rlizné typy analyz zahrnujicich
potraviny, fosilni paliva, zemédélské vzorky, ptdu, sedimenty, odpadni vody, rostlinny
a biologicky material 13°. U velmi komplexnich matric mdzZe byt problémem nedostatecné
oddéleni analytu od matrice vedouci ke sniZeni citlivosti a/nebo ucpani analytického
systému 137, Redenim je bud pfidani nékteré z off-line metod Upravy vzorku pfed vlastnim
nastfikem nebo jiz zminéné spojeni vice kolonek za sebou jak popsal Boos et. al., ktery
spojil RAM s MIP pro identifikaci tramadolu a paracetamolu v lidské plazmé 40,

Ackoli se SPE-LC povaZuje za moderni analyticky pfistup, samotné toto spojeni se
nevyhnulo dalsi modernizaci a vyvoji. Kromé neustalého vylepSovani instrumentace se
tyto zmény tykaji i SPE sorbent(l. V soucasnosti pro tyto Ucely roste obliba material(i

zaloZenych na uhliku 37, nanomateridlech ° nebo monolitickych sorbentech 38, Ty

ev s
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3.4. Nanovldakenné extrakéni sorbenty ve spojeni

s chromatografickou analyzou

Jak jiz nastinily kapitoly 3.1.6.4. a 3.2.5.3. nanovldakna se stavaji stale castéji
sklonovanym sorbentem v extrakénich metodach. Velmi populdrnim a velmi studovanym
odvétvim je dnes jejich off-line a on-line spojeni s kapalinovou chromatografii. Potencial
nanovldken jakozto extrakénich sorbentl je opét zaloZen na jejich velkém specifickém
povrchu, ktery umozZnuje Cetné interakce s analytem. Vysledkem je vysokd adsorpcni
kapacita a prekoncentracni faktor. Riznorodost polymernich material( a jejich relativné
snadnd strukturni modifikovatelnost vede k Sirokému spektru sorbentl vyuZitelnych
v fadé extrakénich metod 4%, | pfes velmi slibné vysledky, jsou viak zatim nanovldkenné
sorbenty pfredmétem vyzkumu a nelze se s nimi setkat v rutinnich laboratofich.

Vétsina doposud publikovanych praci o vyuZiti nanovlakennych polymer( se tykaji
klasické off-line SPE nebo jejich miniaturizovanych formatQ & 142, Postup extrakce je
obdobny jako u komercnich sorbentl jen extrakéni jednotky byvaji pfipravovany pfimo
v laboratofich sbalenim vybraného nanovlakna do disk(, kolonek, pipetovacich Spicek ci
injekénich stfikacek. Pro tato usporadani jsou vyhodnd vlakna vyrobena DCE. Ta nabizeji
velkou sorpéni plochu, diky niz i tenkd vrstva vldken dokdze izolovat velké mnozstvi
analytQ. Pro rovnomérny pratok bez vyrazného zpétného tlaku je dllezitd porozita
materidlu (velikost mezivldkennych prostort). Ta Ize snadno ovlivnit vhodnou volbou
viskozity roztoku, velikosti vloZeného napéti a rychlosti sbéru materidlu 3. Navic je
elektrostatické zvlaknovani nejuniverzalnéjsi vyrobni metoda, kterou lze zvlaknit Fada
polymer(, vytvofit kompozitni materidly, nebo jejich povrchové modifikace °°.
Nanovldkenné polymerni sorbenty byly vyuZity pro extrakci latek z environmentalnich

vzorkd 7>, biologickych vzork( 77 a vzork( potravin 144,
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komercni SPE kolonka

polyethylenova frita

nanovldkenny sorbent

vakuovy manifold

Obrazek 11 Off-line extrakce za vyuziti ru¢né plnénych kolonek nanovldkennym sorbentem.

Diky vSeobecnému analytickému trendu se v3ak i v pfipadé nanovldken pomalu
presouva pozornost k extrakcim vzorkd, které jsou on-line spojeny se separac¢ni metodou,
nejcastéji v podobé HPLC nebo UHPLC systému. Zatim neni toto spojeni Uplné bezchybné
a vyzaduje delSi fazi optimalizace extrakéniho kroku, nez je tomu u komerénich SPE
kolonek. Vysledkem je vSak pomérné elegantni Uprava vzorku, kterd oproti off-line
usporadani je rychlejsi, spotfebovdvd méné rozpoustédel a poskytuje presnéjsi
a opakovatelnéjsi vysledky 4.

Systém pro on-line spojeni SPE s kapalinovou chromatografii byl popsan v kapitole
3.3.3. V pripadé extrakce na nanovlaknech zlstava usporadani stejné. Izolace analytQ
probihd v extrakcni kolonce, kterd je misto komercniho sorbentu vyplnéna zvolenym
typem nanovlakenného polymeru. Nejéastéji se pouzivaji kolonky z nerezové oceli nebo
z PEEKuU s rozméry 10 x 4.6 mm. Plnéni nanovlakny probiha ruéné, kdy do vyprazdnéné
extrakéni kolonky je napéchovan nanovlakenny materidl. Spravnost naplnéni kolonky je
dilezitym faktorem vyrazné ovliviujicim Gcinnost extrakce a také funkcénost celého
systému. Kolonka musi byt zcela vyplnéna, aby byl minimalizovdan mrtvy objem. Zaroven
vSak nesmi byt preplnéna. Pfi velké ndplni kolonek vzrista zpétny tlak, ktery mlze vést
k podtékani kolonek a prekroceni tlakovych limit(i. Navic extrakéni Gcinnost sice vzrlista
s rostouci navazkou nanovlaken, ale jen do urcitého bodu, od kterého uz dosahuje platé
faze. Tento vztah byl popsan vpraci Hakové a kol.22. Clanek se také vénuje
opakovatelnosti plnéni. Ta mUZe byt dosazena hlidanim navazky vlaken. Pro dosazeni

presnych a opakovatelnych vysledkd je tedy nutné vénovat pripravé kolonek dostate¢nou

pozornost a duleZitou roli sehraje i zkusenost operatora.
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holder extrakéni kolonka holder

Obrazek 12 PInéni kolonky pro on-line extrakce nanovlakennym sorbentem.

Nejlepsi zpusob, jak dosahnout spolehlivych vysledk( s nanovlakennymi sorbenty
je v8ak vyuZit jejich prokazané znovupouzitelnosti. Bylo popsano, Ze ani po 700 analyzach
neztratila nanovlakna extrakéni ucéinnost a nevykazovala vyrazné makroskopické ani
mikroskopické zmény 42, Stejné odolné jsou i pro analyzu biologickych vzork(
s bilkovinnou matrici, kdy PCL bylo pouZito pro vice nez 300 analyz kravského mléka
a lidského séra %6, Opét nebyly pozorovany zmény v extrakéni ucinnosti, symetrii pik{
nebo struktury materialu.

Velky vliv na plnéni kolonek a tim i na extrakéni uc¢innost ma vyroba
nanovldkenného sorbentu. Existuji studie zabyvajici se srovnanim sorbentl pfipravenych
pomoci DCE, ACE, MB a kombinace MB s DCE %7 148  je tfeba vzit v potaz konkrétni
polymer a vyrobni parametry pouzité pro jeho zvlaknéni, ale obecné se vldkna vyrobena
DCE jevi jako nejméné vhodna pro on-line extrakce. Materidly z DCE maji format malo
porézniho ,sheetu” (2D struktura), ktery zaroven neni ani pfiliS mechanicky odolny.
Vlivem vysokého zpétného tlaku v chromatografickém systému pak dochazi kjeho
deformaci v kolonce. Vznikaji mrtvé objemy ovliviiujici rovnomérny pritok mobilni faze
avyrazné se tak snizuje efektivita extrakce. Ta se projevuje nejen snizenou extrakcni
ucinnosti, ale i zhorsenou symetrii pikll a neopakovatelnosti vysledk(. ACE diky vétsim
pramérim vldken je na tom s mechanickou odolnosti o néco lépe, ale pro SPE v on-line
spojeni s HPLC/UHPLC se nejlépe osvédcila meltblown technologie. Vystupem je material
3D struktury, ktery se snadno plni do kolonek, a diky SirSimu prliméru vldken je dostatecné
odolny vicéi vysokému tlaku. Extrakéni kolonka zlstava rovnomérné vyplnéna po celou

dobu extrakce a mobilni faze undasejici analyty mize sorbentem rovnomérné protékat skrz
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velké mezivlakenné prostory (pory). Podobné viastnosti ma kompozitni material slozeny

z mikro- a nanovldken stejného polymeru ¥/,

Obrazek 13 Vlakna vyrobena pomoci technologie a) meltblown, b) elektrostatického zvlaknovani
vyuzivajici stfidavy proud, c) elektrostatického zvlaknovani vyuzivajici stejnosmérny proud.

Dalsim parametrem sorbentu, ktery také ovlivni extrakci, je kromé vyroby i typ
pouZitého polymeru. V mém &lanku *° je provedena pfehledovd studie o extrakénich
ucinnostech osmi polymer( pro osm rlznych analytd. Mimo jiné z vysledk( vyplyva, Ze
nanovldkenné polymery jsou vhodné zejména pro lipofilnéjsi analyty (log P> 2), coz
potvrzuji i vysledky studie na insekticidech, kde hydrofilnéjsi analyty byly extrahovany
hife nez ty lipofilni 7°. Daldim zavérem je, Ze polymery vykazuji jistou selektivitu. Jinymi
slovy, rlizné polymery jsou rizné ucinné pro rGzné analyty. Tato selektivita mize byt

148

150 pfimési iontoménica %8, &i jinych latek. Specifické

ovlivnéna coatingem sorbentu
extrakce pak muze byt dosazeno kombinaci nanovlaken s MIP.

kompatibilitu a synchronizaci extrakéniho a separacniho kroku. Stejné tak tomu je i pfi
vyuZiti nanovldkennych sorbentd. Clanek Hékové a kol. 7° pojednava o vlivu délky
extrakéniho kroku, typu mobilni faze a rychlosti jejiho pritoku na nanovlakennou extrakci.
Obecné je dllezité extrakéni krok nastavit tak, Ze je odstranéna matrice vzorku a zaroven
je maximalni mnoZstvi analytu zadrzeno na sorbentu. Nastavené podminky (zejména
sloZzeni mobilni faze) pak musi byt kompatibilni s podminkami v separac¢nim kroku.

V oblasti nanovldkennych sorbentll jak pro off-line tak on-line extrakce bylo
dosazeno za posledni desetileti velkych pokrok(l. Byla potvrzena linearita, presnost
a opakovatelnost méreni pro koncentraéni hladiny vfadech jednotek az stovek
mikrogram(. Ve srovnanich dosahovaly nanovldakenné sorbenty podobné extrakéni

ucéinnosti jako ty komeréni 7> 11152 vétsina vyznamnych praci tohoto sméru je pfehledné
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shrnuta vreview Hakové a kol. '#!. Lze pozorovat postupny vyvoj od jednoduchych
material( po jejich smési a povrchové modifikace. V soucasnosti jsou velmi populdrni
kompozitni materialy 7>, kombinace nanovldken s nanoéasticemi 3, uhlikova nanovlakna
a nanovldkna pouzitd jako nosi¢e pro MIP >4 Experimentuje se v oblasti rGznych druh
vyrob nanovldkennych materidld a ndsledné se sleduje vliv na extrakéni Gcinnost. Je
zfejmé, Ze se zdaleka nejednd o vyCerpané téma a existuje fada moznosti a sméra, kterymi
se nanovlakna mohou ubirat. V zavislosti na soucasnych trendech v analytické chemii se
daji predpoklddat pokroky v selektivité, miniaturizaci a ekologické udrZitelnosti
nanovldkennych extrakci.

Tato prace vychazi, navazuje a doplfiuje ziskané poznatky o vyuZziti nanovlakennych
sorbentl vSPE pro Upravu vzork(l pred chromatografickou analyzou. Mezi nejvice

studované polymery patfily polyamid 6, poly-e-kaprolakton a jejich modifikace.
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4. KOMENTAR K EXPERIMENTALNIM PRACIM

4.1. Testing of nylon 6 nanofibers with different surface densities
as sorbents for solid phase extraction and their selectivity

comparison with commercial sorbent

V prvni praci byla polyamidova nanovldkna testovana jako sorbent pro off-line SPE
za vyuziti extrakénich kolonek. Cilem bylo predevsim seznameni se s extrakénimi
vlastnostmi nanovldken a faktory ovliviujicimi extrakéni proces a extrakéni ucinnost.
Nanovldkenny sorbent byl pfipraven z nylonu 6 pomoci bezjehlového elektrospinningu,
konkrétné technologii Nanospider™. Rznym nastavenim podminek vyroby byly ziskany
materialy liSici se povrchovou hustotou —typ A 5,04 g. m2, typ B 3,90 g. m2atyp C0,75
g. m2. Ty byly manudlné napInény do prazdnych SPE kolonek a pfekryty polypropylenovou
fritou. Takto ptipravené nanovldkenné kolonky se liSily svym rozmérem, navazkou

pouzitych vldken a zpisobem plnéni.

e o
oy 20
N % %
typ A ve Waters Oasis 1ml, typ B ve Waters Oasis 1ml, typ C v Supelco 3 ml,
5,04 g/m? 3,90 g/m? 0,75 g/m?

Obrazek 14 Manualné plnéné kolonky nanovlakennym sorbentem vyuZité pro off-line extrakce.

Vliv téchto proménnych byl vramci experimentu sledovan. Na zdkladé téchto
pozorovani lze tici, Zze (a) rozméry kolonky pro extrakci stejného objemu vzorku nehraji
roli, (b) zplsob plnéni kolonky vyrazné ovliviiuje zpétny tlak, konvektivitu priitoku a tim
i extrakéni acinnost, (c) vyssi povrchova hustota a navazka vldken zlepsuji extrakéni
ucinnost za soucasného zvyseni zpétného tlaku, (d) zadroven hustota zvldknéni ma vyssi
vliv na extrakci neZ mnozZstvi sorbentu v cartridgi.

Nanovlakenny sorbent byl pouZit pro extrakci analytd ze skupiny parabend,
steroidnich sloucenin, flavonoid( a pesticid(. Extrakéni proces byl provadén na SPE
manifoldu a zahrnoval kondicionaci, promyti, naneseni vzorku, vymyti matrice a eluci
analytl jako pfi konvenéni SPE. Obsah extrahovanych analytd byl nasledné stanoven HPLC

s UV detekci. Na zakladé extrakéni ucinnosti, kterd byla stanovena jako procentualni
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pomeér plochy pikl standardu bez extrakce a po extrakci, byl hodnocen vliv vlastnosti latek
na jejich retenci. Konkrétné se sledovala lipofilita, pH, charakteristické strukturni rysy
a molekulovd hmotnost. Z téchto pokust bylo zjisténo, Ze (a) extrakéni Ucinnost roste
s rostouci lipofilitou latek, (b) pH roztoku vyrazné neovliviiuje extrakéni tcinnost, (c) nylon
6 zadrzuje lépe Ilatky sfenolickou skupinou, (d) molekulovd hmotnost latek
pravdépodobné nehraje pfi retenci vyznamnou roli.

Vsechny extrakce byly provadény tfikrat pro zhodnoceni opakovatelnosti (intra-
day precision). Vsech 25 testovanych latek bylo izolovano na tfech rlznych cartridgi
s relativni smérodatnou odchylkou (RSD) v rozmezi 0,58% az 11,87%. Steroidni slouceniny
pak byly navic méreny ve tfech po sobé jdoucich dnech pro stanoveni mezilehlé presnosti
(inter-day precision), jeZ nabyvala hodnot 3,86% az 9,79%.

Dalsim dllezitym bodem bylo hodnoceni stability nanoviakenného sorbentu.
V prabéhu celého experimentu byly pouZivany stale stejné kolonky, aniz by byly
pozorovany makroskopické zmény nebo pokles extrakéni U€innosti. Nylonova nanovlakna
vydrZela pouziti béZnych organickych rozpoustédel jako je acetonitril, methanol
a dimethylsulfoxid, pH 3,5; 5 a 7. Po skonceni studie byla vldkna sledovana pod
elektronovym mikroskopem. Z obrazku 15 je patrné bobtnani viaken, které vsak nevedlo
ke zménam ve vytéZnosti analytl nebo jakémukoli negativnimu ovlivnéni extrakéniho

procesu.

| VEGA3 TESCAN SEMHV:300kV | SEM MA il VEGA3 TESCAN|
WD: 14.84 mm Det: SE WD: 14.77 mm Det:
View field: 27.7 yum  Date(mJdly): 04/20/16 FT TUL Liberec View fleld: 27.7 um | Date({m/dly): 04/20/16 FT TUL Liberec

Obrazek 15 Snimky nanovldkenného sorbentu PA6 pofizené elektronovym mikroskopem a) pred
extrakcemi na zac¢atku experimentu, b) po extrakcich na konci experimentu.

Vsechny zkousené skupiny latek byly extrahovény i pomoci komeréniho Oasis HLB
sorbentu. Kombinace chemicky stabilnich polymerd s vyvazenymi hydrofilné-lipofilnimi

vlastnostmi je vhodnd pro vétsinu laboratornich aplikaci. To se projevilo i v nasich
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experimentech, kdy pro vétsinu analyt(l byla dosazena 90% az 105% vytéznost. Jedinou
vyjimku tvofily pesticidy permethrin a hydroxypyren, jez byly extrahovadny s 64% a 71%
ucinnosti. Pri¢inou je pravdépodobné jejich vysoka lipofilita, diky které se je bud
nepodafilo ucinné eluovat, nebo byla prfekrocena jejich rozpustnost v promyvaci fazi.
Oasis HLB kolonky jsou navrZeny pouze na jedno pouziti, coZ se s rostoucim tlakem na

snizovani naklad( a udrzitelnost i v ramci védy jevi jako stale vétsi nevyhoda.

Tabulka 3 Pfehled extrakéni u¢innosti nanovldkennych kolonek a komeréni kolonky Oasis HLB vyjadfené
jako vytéznost analytli v %.

Analyt Typ A Typ B Typ C Oasis HLB
> methylparaben 50 17 34 109
& | ethylparaben 73 26 46 106
S | propylparaben 94 30 64 99
2 | butylparaben 100 36 76 92
rutin 91 32 113 110
naringin 79 30 109 113
< | naringenin 100 38 95 109
S | hesperidin 136 35 114 99
g hesperetin 99 40 92 79
T | kempferol 93 31 111 103
luteolin 103 31 123 106
quercetin 135 41 120 104
~. | triamcinolon 24 16 48 117
S | hydrokortizon 32 18 51 117
§ triamcinolon-acetonid 60 22 38 101
< | hydrokortizon-acetat 65 24 40 97
S | estradiol 78 33 96 110
g testosteron 70 25 45 90
& | ethinylestradiol 86 36 101 113
estradiol 74 32 89 99
progesteron 100 36 60 108
- | fenoxycarb 58 28 85 85
2 | trans-permethrin 36 27 76 48
E cis-permethrin 36 28 81 48
& | hydroxypyren 72 29 86 66

Tato studie ndm poskytla zakladni pfedstavu o tom, jaké jsou benefity a limitace SPE
pomoci nylonovych nanovlaken. Nylon 6 se ukazal jako mechanicky i chemicky stabilni
a opakované pouzitelny sorbent vykazujici znamky selektivity pro urcité skupiny latek.
Ziskané poznatky o plnéni cartridgi a celkovém chovani nanovlakenného sorbentu
poskytly zaklad dalSich studii. Zaroven nas tento projekt privedl k myslence prejit na

on-line SPE. Zakladni premisou bylo dosdhnout rychlejsi analyzy s vyssi citlivosti a lepsi
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opakovatelnosti. Navic se jednalo o inovativni pfistup |épe nasledujici soucasné analytické

trendy. V roce 2018 pak byla prace vydana ¢asopisem Talanta *°.
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4.2. Poly-e-caprolactone nanofibrous polymers: a simple alternative
to restricted access media for extraction of small molecules from
biological matrixes

Ze ziskanych poznatk( pro on-line spojeni nanovldkenné extrakce s kapalinovou
chromatografii poskytovaly testované nanovlakenné polymery slibné vysledky pro izolaci
analytd z roztoku standard(l nebo environmentalnich vzorkd 14°. Zadala se tedy nabizet
otdzka, jak by se nanovldkna osvédcila pro vzorky biologické. Ty ¢asto predstavuji slozité
matrice, kde obsah zejména vysokomolekularnich latek (lipidy, proteiny) znesnadnuje
stanoveni analytu. Casto tedy musi biologické matrice prochdzet néarocnou,
nékolikakrokovou Upravou, aby tyto interferujici Iatky byly odstranény. Jedno z fesSeni, jak
manipulaci s biologickymi vzorky usnadnit a urychlit, je wvyuziti materidld (médii)
s omezenym pfristupem, které byly popsdny v kapitole 3.2.5.3. Jejich unikatni struktura
umoziuje pfimy nastfik biologickych matric do chromatografického systému, izolaci
analyt(, jejich separaci a identifikaci s minimdlnim zdsahem operatora. Pokud by se
prokazalo, Ze nanovldkna mohou fungovat podobnym zplsobem, preklenuly by se
nékteré nevyhody klasickych RAM jako je uzké portfolio, naro¢na vyroba, vysoka cena
a horsi chemicka stabilita silikagelovych sorbent( &’.

Schopnost extrahovat nizkomolekuldrni analyty z biologickych matric byla
zkousena pro kompozitni material kombinujici vlakna PCL pfipravené MB a DCE. Tento
kompozit pro nas predstavoval revoluci v on-line extrakcich. Jeho 3D struktura zajistuje
rovnomérnéjsi a opakovatelnéjsi plnéni cartridgi nez doposud pouZivané 2D materialy.
Jemna vlakna z DCE jsou podpirana silnéjsimi meltblownovymi a sorbent tak |épe odolava
vysokym tlakiim pfi analyze. 3D struktura sorbentu byla také zakladnim predpokladem, na
kterém byla vystavéna nase domnénka o podobnosti nanovlaken s RAM. Predpokladali
jsme, Ze prostory mezi vldkny jsou dostatecné velké pro odstranéni balastnich
makromolekul na zakladé sitového efektu. Zaroven jejich Uzky primér neumoznuje
makromolekuldam dostatek styénych ploch, na které by se pfipadné mohly adsorbovat
prostfednictvim hydrofobnich nebo hydrofilnich interakci.

Hlavnim cilem této studie tedy bylo ovérit nasi domnénku a otestovat kompozitni
material tvoreny mikro- a nanovlakny z PCL pro extrakce analytl ze dvou biologickych
matric. Jako modelové analyty byly pro studii vybrany methyl-, ethyl-, propyl-

a butylparaben. Ty byly pfidany do matrice kravského mléka a lyofilizovaného lidského
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séra po jeho rekonstituci. Obé matrice obsahuji mezi jinym i vysoky obsah protein(, pro
jejichz odstranéni jsou RAM primarné konstruovany. Pro ovéreni uc¢innosti nanovlaken
a schopnosti tyto makromolekuly odstranit byl pouzit roztok hovéziho sérového albuminu
(BSA). Ten byl davkovdan na nanovldakny vyplnénou extrakéni kolonku, zapojenou
v chromatografu bez analytické kolony. Zdznam z UV spektrofotometru, ktery byl pfimo
spojen s kolonkou, prokdzal vymyti vétSiny proteind béhem 1 minuty. Vysledky byly
srovnatelné s komercni RAM kolonkou ADS RP-C18, ktera se vyuziva pro pfimou analyzu
biologickych vzorku.

Na zakladé téchto vysledk(li se pokracovalo son-line extrakcemi matricovych
vzorku, které pred analyzou prosly jen minimalni Upravou spocivajici v centrifugaci. Pro
extrakci byly testovany tfi rlizné rozméry extrakénich kolonek znacenych jako PCL 1 (4,6 x
25 mm), PCL 2 (4,6 x 10 mm) a PCL 3 (2,3 x 20 mm). Hodnotila se extrakéni ucinnost jako
vytéZnost jednotlivych analytd ve srovnani sjejich smésnym standardem v 50%
methanolu. Déle se sledoval tvar pikli, pritomnost interferenci v chromatogramu,
linearita, opakovatelnost nastfiku, zpétny tlak béhem extrakce a obecné manipulace

s kolonkami.

PCL-1

15 mm

- —e standard

45 @m

PCL-2

EI i et standard
—
4.6 ms

PCL-3

E'-[i ——— standard

=

3.3

Obrazek 16 Chromatogramy spikovaného séra a mléka ve srovnani se standardnim roztokem parabena
pro jednotlivé extrakéni kolonky. Pofadi pik(: methylparaben, ethylparaben, propylparaben,
butylparaben.
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Ze ziskanych vysledk( vyplyva, Ze kompozitni PCL material mize byt pouZit jako
levnéjsi varianta materidld s omezenym pfistupem pro extrakci nizkomolekularnich
analyti z matric bohatych na bilkoviny. U mléka byla extrakce na PCL 1 a PCL 3 misty
ovlivnéna interferencemi, které se nepodarilo dokonale odstranit. Projevilo se to ve vyssi
extrakéni ucinnosti, zhorSeném tvaru pikd a u PCL 3 i ndrGstem zpétného tlaku,
signalizujicim moZné zaneseni extrakéni kolonky. U séra Zadny ztéchto fenomén(
pozorovan nebyl. Z testovanych rozméri kolonek se tedy jako idedlni jevi PCL 2 (10 x 4,6
mm), ktery zajistuje extrakéni ucinnost v rozmezi 90 — 100%, vhodny priitok mobilni faze
bez vyrazného zpétného tlaku a podporuje dostatecné precisténi vzorku od proteind,
respektive dalSich makromolekul. NapIné jednotlivych kolonek, nebyly vyménény po
celou dobu experimentu. Na kazdé tedy bylo provedeno kolem 300 extrakci, aniz by doslo
ke zménam v extrakéni uUcinnosti, symetrii pikd, nebo makroskopické ¢i mikroskopické

struktufe sorbentu. Prace byla pfijata do ¢asopisu Analytical Chemistry 146,
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4.3. The role of pKa, log P of analytes, and protein matrix in solid-
phase extraction wusing native and coated nanofibrous and
microfibrous polymers prepared via meltblowning and combined

meltblowning/electrospinning technologies

Pfedstavovani novych typU nanovldkennych polymerd pro on-line ¢i off-line
extrakce na nanovldkennych materidlech se stava stdle ¢astéjSim namétem védeckych
publikaci. Podrobnéjsi zminka o vlastnim extrakénim mechanismu a faktorech, které jej
ovliviiuji, vSak zatim chybi. Stejné tak jsme nenarazili na podrobnéjsi screening
nanovldkennych materidll popisujicich jejich extrakéni Gcinnost pro rizné analyty. Oboji
by vyrazné prispélo k vyvoji a optimalizaci nanovldkenné SPE.

Cilem této prace bylo tedy definovat extrakéni mechanismus nanovlakenné
extrakce a sledovat jeho ovlivnéni matrici vzorku a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi
analyt(. Pro tyto Ucely byly vybrany nanovlakenné polymery kyselina polymlécna, kyselina
poly-3-hydroxymaselnd, polyethylen, polypropylen, poly-e-kaprolakton a poly-¢-
kaprolakton potazeny taninem, dopaminem a kombinaci dopaminu s heparinem.
Sorbenty byly ptipraveny bud MB nebo kombinaci DCE s MB. Hlavni sledovanou
proménou byl u nich kontaktni uhel popisujici lipofilitu danych materiald.

V on-line spojeni extrakéni kolony s chromatografickym systémem bylo na téchto
pKa a log P pro stanoveni vlivu téchto hodnot na extrakci. Ten byl odvozen ze zmén
v extrakéni Ucinnosti latek. Pro studii sledujici vliv log P byl jako extrakéni mobilni faze
pouZzit 5% methanol. Aby se projevil naboj analytd a tim vliv jejich pKa na extrakci, bylo pH
této mobilni faze upraveno na hodnoty 2, 7,5 a 9. VytéZnost analytll byla vztaZena

k roztoku standardu, ktery neprodélal extrakci.

Tabulka 4 Prehled vybranych analyt(, jejich struktur a hodnot pKa a log P.

Acetylsalicylova kyselina Amiodaron-hydrochlorid
CH3 H;C,

OH (o) [0)
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pKa 3.41 pKa 9.08

log P 1.238 log P 7.635
Atorvastatin Diltiazem-hydrochlorid
. (CH;
NH
0 HsC,
N >:0
or ©{ w0
o—CHs
pKa 4.31 pKa 8.18
log P 5.387 log P 2.727
Metoprolol Moxonidin
OH H;C N cl

()~

CH,4
pKa 9.67 pKa 7.26
log P 1.759 log P 1.539
Propafenon-hydrochlorid Propranolol-hydrochlorid

HCI

pKa 9.72 pKa 9.67
log P 3.537 log P 2.584

Kromé methanolického roztoku standard(, byly tyto latky extrahovény z roztoku
BSA a lidského séra. Zde byla vytéinost analytll vztazena k vysledkiim, kdy byla pro

extrakci matric pouzita komercni RAM kolona.
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Na zakladé vysledk( této studie se testované vlakenné polymery jevi jako vhodné
extrakéni sorbenty pro analyty, jejichZ log P > 2. Latky s niz§imi hodnotamilog P vykazovaly
béhem experimentu pouze nizkou a ¢asto neopakovatelnou retenci na sorbentu. Nebyl
prokdzdn vyznamny vliv ndboje silné kyseliny v zdsaditém pH nebo slabé kyseliny
v kyselém pH na zakladé jejich hodnot pKa. Z tohoto dlivod Ize predpokladat, Ze extrakce
analytQ probihd predevsim na zakladé adsorpéniho mechanismu, kde hlavni roli hraje
lipofilita latek a sorbentu. VSechny sorbenty prokazaly, Ze jsou schopny odstranit proteiny
z biologickych matric s Uc¢innosti srovnatelnou s komerénim RAM. Kazdy ze sorbentd byl
pouzit zhruba pro 70 analyz, béhem nichz nebyly zaznamenany Zzadné zmény extrakcni
ucinnosti nebo struktury materidlu. Prace byla publikovana vroce 2021 v ¢asopise

Talanta 1.

77



4.4. Polycaprolactone composite micro/nanofibrous material as an
alternative to restricted access media for direct extraction and
separation of non-steroidal anti-inflammatory drugs from human
serum using column-switching chromatography

Ukolem této prace bylo vyuzit doposud ziskané poznatky o nanovlakennych
sorbentech v praxi. Vysledkem byla metoda pro on-line extrakci nesteroidnich antiflogistik
ze vzork( lidského séra. Jako nanovlakenny sorbent byl pouZit kompozitni PCL, ktery se
v publikaci uvedené v kapitole 4.2. osvéd¢il pro extrakce analyt( z bilkovinnych matric 146,
Sorbent byl naplnén do PEEKové extrakéni kolonky s rozméry 10 x 4.6 mm, jejiz vybér
vyplyval z téZze prdce. Extrahovanymi analyty byly naproxen (NAP), ketoprofen (KET),
diklofenak (DCF) a indometacin (IND), které byly spikovany do roztoku lidského séra. To
bylo pfipraveno z lyofilizatu dle pokynu vyrobce a nasledné desetkrat naredéno.

Jako optimalni extrakéni podminky pro davkovany objem 100 pl se ukdzalo poufziti
10% acetonitrilu (ACN) v 0,085% kyseliné fosfore¢né po dobu 1,5 minuty a pritokové
rychlosti 1 ml. mintl. Timto bylo zajiténo dostate¢né precisténi matrice od
makromolekuldrnich interferenci (proteinl) a zdroven nedochdzelo k vyraznému
vymyvani analytl ze sorbentu. V ptipadé objemu davkovaného vzorku < 50 pul mize byt
délka promyvaci faze pti zachovani pritokové rychlosti zkradcena na 1 minutu. Naopak pfi
navyseni nastfiku nad 100 pl by se musela extrakce prodlouzit na 2 minuty, aby byl vzorek
dokonale precistén od proteinové matrice. Pfi takto dlouhé extrakci vSak jiz dochazelo
k ptili§ velkym ztratdm zachycenych analytd. DUvodem pro testovani rlznych
davkovanych objema byla za prvé snaha o nalezeni limita extrakéni kolonky a za druhé
dosazeni vyssi citlivosti pro redlné vzorky séra, kde se analyty nachazely ve velmi nizkych
koncentracich.

Pro navazujici separacni krok byla testovana pentafluorofenylova a amidova
kolona, pricemz amidické skupiny se nakonec ukazaly pro separaci vybranych NSAID jako
vyhodnéjsi. Jako mobilni faze byla pouzita smés ACN a 0,085% kyseliny fosforecné, jejichz
poméry se v pribéhu separace gradientové ménily. Analyty byly separovany béhem 10,5
minut a pak nasledovala re-ekvilibrace kolony v délce 3 minut. | s extrakci trvala celd

analyza 15 minut.
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Obrazek 17 Chromatogram spikovaného séra po on-line extrakci modelovych analytl ze skupiny
nesteroidnich antiflogistik.

Po optimalizaci analytické metody se ovéfovala extrakéni ucinnost kompozitniho
PCL pro analyty v biologické matrici. Vytéznost analytll, ziskana extrakci 50, 100, 500,
1 000, 5 000, 10 000 a 20 000 ng. ml! analytd v séru byla srovndna s vytéZnosti analyt(
pritomnych ve stejnych koncentracich v roztoku rozpoustédla. Z obrazku 18 vyplyva
pravdépodobnd koeluce interferenci s pikem ketoprofenu (vytéZznost nad 100 %) a pokles
citlivosti metody pro koncentrace < 500 ng. ml? (vytéZnost pod 80 %). V ostatnich
pfipadech vytéZnost analyt(i ze séra byla vy3si nez 80%, cozZ jsme povaZzovali za uspokojivy
vysledek.

120

B8O
m ketoprofen
m diklofenak
= indometacin

40 NAproXen

’ I

i}
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koncentrace [ng. mi™]

extrakini GEinnost [3%]
3

Obrazek 18 Grafické znazornéni extrakéni ucinnosti kompozitniho mikro/nano PCL pro rzné koncentrace
stanovovanych nesteroidnich antiflogistik v lidském séru.
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Tato vyvinutd metoda byla validovana podle ICH Q2 R1 a byl proveden test
zpUsobilosti chromatografického systému podle stejného doporuceni. Nasledné pak byla
pouzita pro stanoveni diklofenaku zredlného vzorku séra ziskaného ve spolupraci
s Fakultni nemocnici Hradec Kralové. V ném se podafilo identifikovat pik diklofenaku na
zakladé retencniho casu a UV spektra. Pomoci plochy piku pak byla provedena
kvantifikace diklofenaku v krvi pacienta. Clanek byl pfijat k publikaci v €asopise

Nanomaterials v roce 2021 1%,
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4.5. Native nanofibers prepared wusing alternating-current
electrospinning and their counterparts modified with quarternary

salts applied for on-line extraction of B-lactam antibiotics
Dalsim zajimavym smérem a zaroven i logickym navazanim na predchozi studie je
modifikace povrchu nanovldaken. Modifikovana nanovldkna mohou byt pak vyuZivana pro
citlivéjsi a selektivnéjsi extrakce analyt °7-1°8, Snaha o zménu vlastnosti viaken za Géelem
extrakce hydrofilnich analytd byla popsana v kapitole 4.3. V této studii byla pfipravena
a popsana vlakna, ktera na svém povrchu nesla kladné nebo zaporné nabité funkéni
skupiny. Ty mély zajistit extrakci znaéné hydrofilnich R-laktamovych antibiotik, ktera by
namisto klasického adsorpéniho mechanismu probihala jako iontovd vyména. Plvodni
polyamidova vldkna (PA 6) byla obohacena silnym anexem v podobé
tetramethylammonium-chloridu (TMAC) a katexem — sulfobetainem (SB). Tyto latky mély
za ukol poskytnout potiebné protiionty pro ampicilin, cefalexin, penicilin G a penicilin V.
U nich se predpokladal kladny nebo zadporny ndboj v zavislosti na zvoleném pH extrakéni
mobilni faze.
pH 2,4 pH 6 pH9
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Obrazek 19 RozloZeni nabojl ve strukture B-laktamovych antibiotik pfi pH 2,4, 6 a 9 a jejich mozné
interakce s nanovlakennymi sorbenty obohacenymi sulfobetainem a tetramethylammonium-chloridem.
Zdroj sloucenin: https://chemicalize.com/app/calculation/ [Internet, 27.6.2021].

Jako prvni se se feSila otdzka vlivu obsahu soli na extrakéni ucinnost. TMAC byl
pridan do vldken v3% a 5% (w/w) koncentraci, SB pak tvofil bud 3%, 5%, anebo
7% hmotnosti polyamidovych vldken. Dalsi navySovani jejich koncentraci nebylo mozné,
jelikoz by doslo k negativnimu ovlivnéni zvlakriovaciho procesu. Ukazalo se vsak, ze vyssi
pridavek soli neni tfeba. Nejlepsi extrakéni Gcinnosti totiz dosahovaly sorbenty se
3% TMAC a 5% SB.

Tyto vysledky byly srovnany s nemodifikovanym sorbentem. Pridavek TMAC se
nejvice projevil pfi extrakci penicilinu G a penicilinu V, kdy se v prvnim pfipadé zvysila
extrakéni ucinnost o 459% a ve druhém o 342%. SB zlepsil vytéZznost i pro ampicilin a
cefalexin, kde u predchoziho sorbentu zlstdvaly hodnoty vytéZnosti velmi podobné
nemodifikovanému PA 6. 5% SB je vSak extrahoval skoro dvakrat ucinnéji (200% pro
ampicilin a 179% pro cefalexin). Extrakéni Gcinnost penicilinu G se pak pohybovala okolo
343% a pro penicilin V dosahla hodnoty 252%. Kromé vyssi vytéznosti lze z vysledk( vycist
i jistou selektivitu vlaken pro odlisné analyty.

V predchozim pripadé extrakce analytli probihala pfi pH 2,4 a pravdépodobné se
zde uplatnil adsorpéni mechanismus. Pozorované zlepsSeni extrakéni ucinnosti lze
odUvodnit zvySenou hydrofilitou vlaken po pfidavku soli. Vliv hydrofility vidken na extrakci
byl podrobnéji popsan zde %°. Pro ovéfeni moZnosti izolace analytd prostifednictvim

iontovych interakci mezi nimi a sorbentem, byla extrakce antibiotik provedena pfi tfech
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raznych pH. Extrakéni mobilni faze byla upravena na hodnoty 6 a 9. Predpokladalo se, Ze
kladné nabity 3% TMAC bude vSechny analyty extrahovat ucinnéji pfi pH = 6, protoze
ponesou zaporny naboj. Na 5% SB by pak mély byt Iépe zadrzovany pomoci negativné
nabité sulfonové skupiny ampicilin a cefalexin nesouci kladny ndboj pfi pH < 6. BohuZel
vysledky tento predpoklad nepotvrdily. Na obou sorbentech bylo dosazeno nejvyssi
extrakéni Ucinnosti vSech analytl pti plivodné zvoleném pH 2,4.

Dosazené vysledky s PA 6 a 3% TMAC a 5% SB byly srovnany s komercnim C 18
sorbentem. Ten se pro tuto aplikaci ukdzal jako nejlepsi volba. Srovnatelnych vysledku
bylo dosazeno pouze na 3% TMAC pro penicilin G a penicilin V.

Dalsim aspektem, ktery byl v této studii sledovan, byla technologie pfipravy vliaken
a jeji vliv na proces on-line extrakce. Nanovlakenné sorbenty byly pfipraveny pomoci ACE.
Tento typ elektrostatického zvldknovani vytvari nanovldkna s vétSim primérem
a mezivlakennymi prostory, neZ je tomu u klasického DCE. | pres to vsak vldkna neméla
dostate¢nou mechanickou odolnost vici vysokému zpétnému tlaku v chromatografickém
systému. Pro dosaZeni opakovatelnych vysledkd tedy musel byt kladen velky ddraz na
techniku plnéni. Pfi nedostatecné vyplnéné extrakéni kolonce se vlakna hroutila a mobilni
faze tak nemohly rovhomérné protékat skrz jejich strukturu. Dochazelo tak k obtékani
sorbentu a nedokonalé extrakci. Pokud naopak byla kolonka preplnéna, projevilo se to
vysokym zpétnym tlakem a opét nerovnomérnym pritokem mobilni faze.

Vzhledem k nedostatecnému mnoizstvi vysledkli a nedokonalé charakterizaci
pouzitych vldken tato prdce nebyla nikdy publikovdna. Rozhodla jsem se ji vSak uvést
v této disertacni praci, protoZze z mého pohledu pfinasi nékteré zajimavé poznatky, ze
kterych jsem Cerpala pti vypracovavani jinych studii. Vyplyva z ni, Ze pro on-line extrakce
na nanovldknech je dllezitd mechanickd odolnost sorbentu a nejlepSim zplsobem, jak ji
dosahnout, je kombinovat nanovlakna s mikrovlakny (viz. kapitola 4.2.). Potvrdila ndm
také, Ze selektivita nanovldaken mlzZe byt ovlivnéna pfimési jinych latek do polymeru.

Vyrobni proces je vsak ¢ast, kterou je nutné v tomto pripadé jesté zdokonalit.
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6. SHRNUTI

Pfedkladana disertacni prace shrnuje moji védeckou praci za uplynulé Ctyfi roky
postgradudlniho studia. BEhem néj jsem se zabyvala vyuZitim nanovldken jako modernich
sorpénich materidld pro extrakce na tuhou fazi on-line spojené s vysoko-ucinnou
kapalinovou chromatografii. MU0j vyzkum navazoval na vysledky, ziskané béhem
vypracovavani mé diplomové prace, kdy jsem testovala nanovldkenné sorbenty pro
extrakce v off-line usporadani.

Naplnéni nanovlakennych material(i do extrakénich kolonek a jejich spojeni pres

Sesticestny selekcni ventil s analytickou kolonou v chromatografickém systému vedlo
k automatizaci extrakéniho procesu. Ten pak oproti plvodnim off-line metoddm byl
rychlej$i a poskytoval presnéjsi a opakovatelnéjsi vysledky. Predtim vsak byla treba
optimalizace pfipravy extrakénich kolonek, jejich rozmér(, doby extrakce, rychlosti
pratoku a sloZeni extrakénich mobilnich fazi. Vznikly on-line systém byl pak zdkladem
vSech popsanych experimentu.
Hlavnim cilem mého vyzkumu bylo rozsifit znalosti o nanovldkennych polymerech a jejich
moznostech vyuZiti v extrakénich metoddch. Zacala jsem s testovanim poly-e-
kaprolaktonu pro izolaci analytl z biologickych matric. Vysledky studie prokazaly
schopnost tohoto polymeru odstrafiovat proteiny a fadu dalSich makromolekuldrnich
interferenci po prfimém nastfiku minimalné upravenych biologickych vzorkd. Nasledné
byla tato vlastnost sledovana a potvrzena i u jinych polymerd, které byly pouzivany
v dalSich studiich.

Pro usnadnéni vyvoje a optimalizaci dalSich metod pro on-line stanoveni analyt(,
jsem provedla srovnani extrakéni ucéinnosti osmi nanovldkennych polymerd pro osm
raznych analytl. Potvrdilo se, Ze v interakcich mezi sorbentem a analytem prevazuje
adsorpcéni mechanismus. Sledovani vlivu matrice a fyzikalné-chemickych vlastnosti analyta
prispélo k lepSimu pochopeni nanovldkenné extrakce.

ZkusSenosti z predchozich experimentli jsem vyuZila pro vytvoreni extrakéni
metody nesteroidnich antiflogistik z lidského séra. Jako sorbent byl pro tyto Ucely vybran
kompozitni poly-e-kaprolakton, ktery diky svému mikro-/nanovldkennému usporadani
mél nejen vysokou extrakéni Uéinnost, ale i vhodné strukturdlni vlastnosti napomahajici
k odstranovani proteini. Béhem extrakéniho kroku na ném byly izolovany naproxen,

ketoprofen, indometacin a diklofenak, které byly v dalSim kroku, po prepnuti selekéniho
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ventilu, separovany na analytické koloné a detekovany pomoci UV detektoru. Vyvinutd
analytickd metoda pak byla Uspésné aplikovdna na redlny vzorek lidského séra obsahujici
diklofenak. Tim se pouziti nanovldaken zase o néco vice pfibliZilo jejich potencidlnimu
vyuZiti v rutinni analyze.

Béhem svého vyzkumu jsem se zabyvala i vlivem rlznych typa vyroby nanovldken
na jejich extrakéni ucinnost a vhodnost on-line spojeni s vysokotlakym chromatografickym
systémem. Z tohoto hlediska se jako nejvhodnéjsi doposud jevi meltblown technologie,
pfipadné jeji kombinace s elektrostatickym zvldknovanim. Vyssi primér viaken, kterého
se u téchto technik dosahuje, sice vede k mensi povrchové plose, ale mozné snizovani
extrakéni ucinnosti je kompenzovano rovnomérnym pritokem mobilni faze, tedy
dostatecnym kontaktem analytl se sorbentem. Vysledkem jsou pak rovnomérné
vyplnéné extrakéni kolonky, s nizkym zpétnym tlakem, na kterych je dosahovano
opakovatelnych vysledkd.

Za ucelem zmény vlastnosti nanovldkennych sorbentd a dosazeni vyssi selektivity
jsem pro extrakce testovala i vldkna s pfimési riznych sloucenin. Polyfenolické slouceniny
dopamin, tanin a kombinace dopaminu s hesperidinem snizily lipofilitu pdvodniho poly-e-
kaprolaktonu. Ve srovnani snim pak vldkna potazend dopaminem a dopaminem
s heparinem dosahovala lepsi extrakéni ucinnosti pro hydrofilni latky. Pro extrakci
R-laktamovych antibiotik byla pfipravena polyamidova vldkna obohacena
o tetramethylammonium-chlorid a sulfobetain. Tim se opét snizila lipofilita, a navic byly
do vlaken vneseny pozitivné ¢i negativné nabité aminoskupiny. Tyto faktory pak vedly ke
ovlivnéni extrakéni uUcinnosti penicilinu V a penicilinu G ve srovnani s neobohacenymi
vldkny. V obou pripadech modifikace nanovlaken bylo dosazeno zmén jejich fyzikalné-
chemickych vlastnosti. PfestoZe tim selektivita extrakce nebyla vidy ovlivnéna pfilis
vyrazné, predstavuji modifikovand nanovldkna novy slibny smér vyzkumu.

Nanovldkenné sorbenty maji potencial byt modernimi extrakénimi materidly pro
Upravu vzorkd v chromatografické analyze. Nikdy pravdépodobné nedosdahnou
univerzalnosti komercnich sorbent(, ale jejich silnou strankou mohou byt pravé selektivni
az specifické extrakce a schopnost selektivni exkluze bilkovinné matrice. Se stale
rostoucim tlakem na ekologii i ve védecké sféfe mohou najit uplatnéni biodegradabilni
polymery nebo polymery, které vydrzi nékolik desitek analyz a biologické vzorky mohou
byt analyzovany o néco snaz a rychleji. To vSe je vSak zatim predmétem vyzkumu, jenz byl

stru¢né nastinén v této praci.
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