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Abstrakt

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Jana Nastoupilova

Skolitelka: PharmDr. Ivona Lhotska, Ph.D.

Nazev diplomové prdace: Extrakce na nanovlakennych sorbentech pro stanoveni

vybranych |éc¢iv a kontaminantl pomoci kapalinové chromatografie

Tato diplomova prace se zaméruje na optimalizaci nového zpUlsobu extrakce na tuhé fazi
(SPE) svyuZitim nanovldkennych polymerld plnénych do centrifugacnich filtrd pro
stanoveni kontaminant( (bisfenoltd) a léCiv. Tento typ provedeni extrakce si klade za cil
navySeni poctu najednou provedenych analyz. Jako sorbent pro optimalizaci nové
techniky byl zvolen kompozitni polymer nPCL/uPCL (nano a mikro vldken
polykaprolaktonu), ktery jevil slibné vlastnosti jiz v predchozich pracich. Cilem prace bylo
optimalizovat podminky extrakce a validovat metodu.

Technikou provedeni byla zvolena mikroextrakce, pfi niz dochazelo k plnéni
centrifugacnich filtrd nanovldkny ve formé vyseknutych disk(. Jako hnaci sila priichodu
vzorku a Cinidel skrz nanovlakna se vyuzila odstrediva sila centrifugy. Nasledna analyza
probéhla pomoci UHPLC (chromatografickd kolona YMC-Triart C18 ExRS, rozméry
100x4,6 mm, velikost ¢astic 3 um) a detekce DAD detektorem (pfi 210 a 220 nm). Pfi
optimalizaci se urcoval pocet disk(l z nanovldken ve filtru, mnozstvi ¢inidla potfebného
k aktivaci, kondicionaci a eluci, rychlost a doba otaceni centrifugy. Probihala extrakce
kontaminant( (bisfenoll) z Fi¢ni vody a IéCiv z lyofilizovaného séra a z moci.

Vysledkem prace je Uspésné validovana HPLC metoda pro stanoveni bisfenol(l ve vodé
po extrakci na PCL nanovldknech v centrifugacnich filtrech. Vysledky preciznosti o
odchylkach 3 — 4,5 % pro Sest extrakci potvrzuji vysokou miru opakovatelnosti. Dale Ize
z vysledkl usoudit, Ze sorbent je selektivni spiSe pro lipofilngjsi analyty slogP

vysSim nez 3.



Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kréalové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: Jana Nastoupilova

Supervisor: PharmDr. lvona Lhotska, Ph.D.

Title of diploma thesis: Solid phase extraction using nanofibrous sorbents prior to liquid

chromatography for determination of drugs and contaminants

The diploma thesis is focused on the optimization of a new type of solid-phase extraction
(SPE) using nanofibrous sorbents filled in centrifugal filters for the determination of
contaminants (bisphenols) and drugs. The aim is to increase the quantity of parallel
analyses. The composite polymer nPCL/UPCL (nano and microfibers of
polycaprolactone) was chosen as the tested sorbent because of its promising results in
previous works. The aim of the diploma thesis was optimization of conditions for
extraction and validation of the method.

The method of choice was microextraction, when discs from nanofibrous sorbent were
cut and then filled in centrifugal filters. A centrifuge was used for passing liquid through
the sorbent. Analysis was carried out by UHPLC (chromatography column YMC-Triart
C18 ExRS, size 100x4.6 mm, particle size 3 um) and detection was performed by DAD
detector (210 and 220 nm). During the optimization, number of nanofibrous discs filled
in centrifugal filters, volume of reagents used for activation, conditioning, and elution,
and speed and time of centrifugation were selected. Extraction was tested of
contaminants (bisphenols) from river water and drugs from lyophilized serum and urine.
The outcome of this diploma thesis is a validated HPLC method for the determination of
bisphenols in water after extraction on PCL nanofibrous discs filled in centrifugal filters.
Precision for six extractions with deviations of 3 — 4.5 % confirmed a high rate of the
method repeatability. According to our results, it can be concluded that the sorbent is

selective rather for more lipophilic analytes with logP higher than 3.
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Seznam zkratek

BP
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FLD
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LC
LOD
logP
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MS
MS/MS
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PCL
pKa
RPM
RSD
SEM
SPE
SST
STAND
UHPLC

bisfenol

detektor diodového pole
elektrochemicky detektor
fluorescencni detektor

plynova chromatografie
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kyselina
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rozdélovaci koeficient oktanol/voda
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methanol

hmotnostni spektrometrie
tandemova hmotnostni spektrometrie
nano a mikrovlakna polykaprolaktonu
polykaprolakton

disociacni konstanta

otacky za minutu

relativni smérodatna odchylka
skenovaci elektronovy mikroskop
extrakce na tuhou fazi

test zpUsobilosti systému

standard

ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie



1 Uvod

V soucasnosti se vyvoj analytickych metod ubird smérem miniaturizace, automatizace
postupl, omezovani organickych cinidel a dale se zabyvad vznikem novych citlivych
metod. Na poli analytické chemie zaznamenadvaji velky rozmach nanovldakenné
polymery, které se jevi jako slibné extrakéni sorbenty. V pracich, jez se tomuto tématu
vénuji, se testuje predevsim jejich stabilita, selektivita, moZnost opakovatelného pouZziti,

co nejvétsi univerzalita a v neposledni fadé finan¢ni naro¢nost [1].

Nanovldkenné sorbenty lze pfipravit metodou elektrostatického zvldknovani a
meltblown nebo se daji oba postupy zkombinovat. Mezi vyhody nanovldken patfi
univerzalnost a moznost pouziti v riznych extrakénich formatech. Tato prace se zabyva
testovanim paralelni extrakce v plnénych centrifugacnich filtrech, kterd by umoznila
navySeni poctu najednou zpracovanych analyz. Pokracuje se tak ve vyzkumu
nanovlakennych sorbentli na katedre analytické chemie na Farmaceutické fakulté

Univerzity Karlovy.



2 Cil a popis prace

Cilem prace je vyvinout extrakéni metodu zaloZenou na centrifugaci, pfi niz je
nanovldkenny sorbent ve formé disk( vloZzen do centrifugacniho filtru. Jedna se o pilotni
studii k vyuziti polykaprolaktonovych nanovlaken v centrifugacnich filtrech pro pfipadné

komeréni vyuziti hromadné vyrabénych filtr( pro rutinni laboratore.

V rdmci testovani bude optimalizovano mnoiZstvi sorbentu, jeho kondicionace, objem
vzorku, mnozstvi Cinidla potfebného k eluci analytl ze sorbentu, pocet otacek a cas

potiebny pfi centrifugaci vzorku.

V pribéhu prace budou sledovany a porovnavdny parametry vytéZnosti a
opakovatelnosti procesu, preciznosti, presnosti. PopiSe se retence modelovych analyt(,
vybranych bisfenol( a léCiv, a extrakéni Gcinnost z Fi€ni vody a biologickych vzork(. Pro

analyzu vzorkd budou vyvinuty metody vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Na zavér budou metody validovadny, bude stanoven limit detekce a kvantifikace,

presnost a preciznost metody.
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3 Teoreticka cast

3.1 Nanovlakenné polymery

Nanovlakna jsou charakterizovana predevsim svoji tloustkou mensi nez 1 um a délkou,
kterd byva zpravidla o dva i vice Fadu vyssi. Kvali vétsi stabilité se tak nevyskytuji
samostatné, ale dochazi k organizaci do vétsich struktur v podobé linedrnich forem (nité,

pfize), ploSného usporadani (vrstvy) nebo objemnéjsich struktur (vaty) [2].

Zdrojem pro vyrobu nanovlaken mohou byt pfirozené se vyskytujici materiadly napfiklad
drevo, houby, schranky koryst — biopolymery na bazi chitosanu, celulézy, nebo naopak
syntetické polymery. Mezi vyhody pfirodnich materidld patfi biokompatibilita a nizka
toxicita, ktera nezatéZuje Zivotni prostfedi. Na druhou stranu nejsou tato vldkna tak
odolna jako syntetickd [1, 3]. Ta se mohou vyrdbét napfiklad z polymeru polystyrenu,
polyamidu, polyakrylonitrilu, polyetherimidu nebo polykaprolaktonu [1]. Vyhodou
posledniho zminéného, vyuzZitého i v této praci, je vlastnost biodegradability neboli

biologické odbouratelnosti [2, 4].

V poslednich letech Ize zaznamenat hojnéjsi zkoumani a testovani nanovlaken v mnoha
oblastech. A ne jinak tomu je i v analytické chemii. Slibné se jevi jejich vyuZiti jako novych
sorbentl pro extrakci na tuhé fazi (SPE). Ve studiich, které se tomuto tématu vénuiji, se
testuji vlastnosti vlaken jako je stabilita, selektivita, moznost opakovatelného pouziti, co

nejvétsi univerzalita a v neposledni fadé finan¢ni naro¢nost [1].

Dlavodem, pro¢ maji nanovlakenné polymery nejen v oblasti analytické chemie takovy
potencial, je velky vycet vyhodnych vlastnosti. Jejich velka plocha povrchu diky malému
praméru vlaken zajistuje vysokou sorpéni kapacitu, coz ndm umozriuje pouzit maly
objem vzorku i rozpoustédel [5]. Oproti klasickym komerénim SPE sorbentim, které Ize
pouZzit jen jednou, vSe nasvédcuje tomu, Ze sorbenty z nanovlakennych polymer( budou

vyuzitelné pro vétsi pocet analyz [3, 5].

Jednotlivé typy sorbentl se od sebe lisi rlznorodymi mechanickymi vlastnostmi a diky
tomu tak mame na vybér z velkého mnoiZstvi materiald vhodnych pro rozlicné typy
analyz. Naptiklad odolnost vici zvySené teploté spliuji vldkna polyeterimidu, ktera tak

Ize vyuzit v GC analyze pro tepelnou desorpci. Velkému tlaku naptiklad odolavaji
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kompozitni vldkna polykaprolaktonu a polyvinylidendifluoridu, naopak vlakna
z polystyrenu nikoliv a vylu€uje je to tak z pouziti pti on-line extrakci SPE-HPLC [1]. Dalsi
parametr, ktery mGze hrat roli pfi vybéru typu sorbentu, je jeho stabilita v organickych
rozpoustédlech. Treba vldkna pfipravend z polyamidu 6 nebo polystyrenu jsou stabilni
v methanolu, acetonitrilu i vodé, kdezto polykaprolakton neni stabilni v acetonitrilu jiz
pfi teploté presahujici 35 °C [6]. Pfed zacatkem vlastni analyzy je tedy dobré vzit v potaz
vlastnosti materidlu a podminek, kterym budou vystaveny. Metoda zvlakhovani
polymeru vyznamné ovliviuje vysledné mechanické vlastnosti a vzhled nanovlakenného

materialu.

3.1.1 Electrospinning (elektrostatické zvlakinovani)

Jednim ze zpUsobu, jak Ize nanovldkna pfipravit, je mechanismus elektrostatického
zvldknovani neboli electrospinning. Princip spociva v tom, Ze se roztok nebo tavenina
z polymerU nastfikdva tryskou na kolektor, na némzi se zachytdvaji vytvorena velmi
jemna vldkna. Déje se tak ve velmi silném elektrickém poli, které je hnaci silou celého
procesu [1]. Jako kolektor mUze slouzit buben nebo valec pokryty nosi¢em, kterym mze
byt napfiklad textilie a papir. Z nich jsou vlakna pred pouzitim sejmuta a teprve poté dale
pouzita [3]. Jako kolektor mlze byt také drat z nerezové oceli, ktery lze poté rovnou

pouzit v mikroextrakci na tuhou fazi.

Roztok nebo tavenina polymeru muze byt rozstrikovana skrz jehlu/trysku nebo pfi
takzvaném ,needleless” electropinningu se samovolné tvofi mnoho trysek pfimo
z hladiny roztoku polymeru. Mezi témito dvéma zakladnimi metodami elektrostatického
zvlaknovani je nejvétsi rozdil v mnoizstvi vyprodukovaného materialu. PFi pouziti
jehly/trysky dochazi ke sniZeni vyprodukovaného mnoistvi. Tento typ vyroby se spise
vyuziva pro laboratorni Gcely pti zkoumani novych typ( polymer jako sorbent(l. Naopak

typ bez jehly byvéa pouzivan spiSe pro komercni Gcely [1].
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Obrdzek 1: Srovndni pripravy nanovldken elektrostatickym zvidknovdanim s a) jehlou a b) bez jehly [7]

3.1.2 Meltblown

Oproti elektrostatickému zvldknovani jsou pomoci metody meltblown produkovédna
spiSe Sirsi vldkna o prliméru 1 — 5 um. U této metody dochazi k protlaceni taveniny
polymeru pomoci horkého vzduchu pres extrudér a k ndslednému zachytdvani jesté
Castecné roztavenych vldken na kolektoru [3, 8]. Vlastnosti vzniklého materiadlu zavisi na
konstrukénich parametrech vyrobniho zafizeni, polymerni taveniny a proudiciho
vzduchu [2]. Mezi vyhody takového sorbentu patfi vyssi porozita a mechanicka odolnost
oproti vlakndm vyrobenym pomoci elektrostatického zvldknovani. Na druhou stranu

takhle vyrobena vldkna maji nizsi specificky povrch [3].

Obrdzek 2: Srovndni sorbentu pripraveného metodou elektrostatického zvldkriovani (vlevo) a meltblown (vpravo)
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3.1.3 Kombinace metod elektrostatického zvlaknovani a meltblown

Kombinaci vySe zminénych typl vyroby ziskdme sorbent obsahujici smés mikro a
nanovlaken. Mikrovlakna vyrobend metodou meltblown poskytuji oporu nanovldknim
pfipravenym pomoci elektrostatického zvlakniovani, kterd by jinak byla nachylnéjsi ke
zhrouceni. Naopak mikrovldkna by sama o sobé méla nizsi specificky povrch, ktery je
nepfimo Umérny praméru [3]. Vznikne tedy stabilni sorbent, ktery si zachovava
dostatecné velkou plochu potfebnou k extrakci latek. Svym vzhledem muze pripominat
strukturu bavinénych vldken [5]. Z pfedchoziho zkoumani vyslo najevo, Ze tyto typy
kompozitniho polymeru maji dobrou extrakéni Ucinnost, jsou odolné a dobte se s nimi
manipuluje, a proto byl vybran kompozit polykaprolaktonu (nPCL/UPCL) pro dalsi

testovani v této praci [5].

Na obrazku €. 3 je zachyceno spojeni obou metod vyroby dohromady a na obrazku ¢. 4

Ize vidét zobrazena nano a mikrovlakna skenovacim elektronovym mikroskopem (SEM).

COLLECTOR

ELECTROSPINNING

Obrazek 3: Kombinace metod elektrostatického zvlakriovdani a meltblown [1]

Obrdzek 4: nPCL/uPCL vldkna pod SEM mikroskopem [9]
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3.2 Extrakce na tuhé fazi

Extrakce natuhé fazi (SPE) funguje na principu rozdélovani slozek mezi tuhou a kapalnou
fazi. DllezZité je, aby mély analyty vétsi afinitu k sorbentu (tuhé fazi) nez k matrici vzorku
(kapalné fazi), aby tak mohlo dochazet kjejich zadrZovani. Déje se tomu tak
mechanismem adsorpce nebo retence. Poté dochazi k desorpci nebo eluci analytd ze
sorbentu pomoci ¢inidla, ke kterému maji latky jesté vyssi afinitu. Jednotlivé kroky, které

je potfeba dodrzZet pfi extrakci SPE, by se daly popsat nasledovné:

1) aktivace sorbentu organickym rozpoustédlem

2) odstranéni organického rozpoustédla a kondicionace rozpoustédlem
s podobnymi vlastnostmi jako matrice vzorku

3) nadavkovani vzorku — dojde k zadrZeni analytl na sorbentu

4) promyvaci krok — odstranéni interferujicich sloucenin rozpoustédlem, které
nevyvazuje jiz navazané analyty

5) eluce analytt

Hnaci silou prichodu rozpoustédel a vzorku skrz sorbent mize byt tlak zplsobeny
gravitaci, pretlak pomoci ptistroje nebo jednoduché sttikacky, podtlak vyvolany vakuem,

odstrediva sila v centrifuze nebo prutok pti on-line zapojeni do HPLC [10].

Vyse zminéné kroky mohou probihat v rdznych formatech SPE. Sorbent Ize naplnit do
kolonky, do Spicky pipety, pouzit ve formé disku nebo membran nebo muze extrakce

probihat na michadle [11, 12, 13].

V této préaci byly vyuZity nanovldkenné disky z kompozitniho polymeru nPCL/uPCL
umisténé do centrifugacnich filtrd (spin filter) v mikrozkumavach Eppendorf. Po
nadavkovani ¢inidel a vzorku se zkumavky vloZily do centrifugy, kde pomoci odstiedivé
sily doslo k prichodu kapalné slozky skrz sorbent. Podle typu centrifugy je tak mozno
paralelné zpracovavat najednou az 96 extrakci. Na obrazku €. 5 lze vidét spin filtry v

mikrozkumavkach umisténé v centrifuze.

Mezi diavody zvoleni takového typu usporadani SPE patfi jednodussi plnéni kolonek,
protoze jsou disky kompaktnéjsi a |épe se s nimi manipuluje. Dale vzorek prochazi pres
celou plochu najednou a je tak dobfe zajistén kontakt s nanovlakny. Minimalizuje
se ucpavani, srazeni nebo obtékani sorbentu po sténach. Méreni s disky je opakovatelné
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a probiha rychle. Velkou vyhodou je soucasné zpracovani velkého mnozstvi vzork, které

by se dalo vyuzit i v rutinnich laboratofich.

Obrazek 5: Spin filtry pripravené na extrakci SPE v mikrozkumavkdch Eppendorf v centrifuze

3.3 Moznosti pouziti nanovlakennych sorbenti pro extrakci

V nasledujici tabulce je uveden prehled praci, kde byly nanovldkenné sorbenty
v minulosti vyuZity pro extrakci. Lze se v ni docist, jaké typy polymer( byly vyuZity nebo
jaky format SPE byl zvolen a jaké vzorky mohou byt timto zplsobem testovany. Vétsina
sorbentl ve zminénych ¢lancich byla vyrobena metodou elektrostatického zvlakriovani.
Takto pripravend vldkna jsou spiSe jemnéjsi v tenké vrstvé, proto dochazi k jejich plnéni
do kolonek nebo mikrospi¢ek pipet. Naopak robustnéjsi vliakna zvladnou naroénéjsi
manipulaci a lze z nich tak vysekat disky nebo probihd adsorpce pfimo na volné

michaném sorbentu ve vzorku.

MnoiZstvi sorbentu se upravuje vzhledem k provedeni SPE, v tabulce €. 1 nalezneme
priklady od 5 mg materidlu nadavkovaného ve $picce pipety nebo v kolonce az po vétsi
mnozstvi 200 mg v kolonce pfipraveného metodou meltblown. Spotfeba materidlu se

tak muze lisit dle formatu SPE.
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Tabulka 1: Rtizné moZnosti pouZiti nanovidkennych sorbentd

Typ vyroby | Typ extrakce, format Testované Analyticka
Typ nanovlakenného polymeru Typ vzorku Odkaz
nanovlaken SPE analyty metoda
mikroextrakce tenkym
PmAP/N6/GO electrospinning voda a mléko
filmem estery kyseliny ftalové GC-MS [12]
(poly m-aminofenol/nylon6/grafen oxid) (s jehlou) z détskych lahvi
membrana 2,5 cm primér
nPCL, uPE, nPA6, nPS, nPID, nPAN, nPCL/uPCL,
electrospinning 3D tisténa klec pro
nPVDF/uPCL, nPVDF,
(nanovlakna), magnetické michadlo a fiéni a jezerni
(polykaprolakton, polyethylen, polyamid, bisfenoly HPLC-DAD [13]
meltblown nanovlakna voda
polystyren, polyimid, polyakrylonitril, kompozitni
(mikrovlakna) 52 mg
vladkna polykaprolaktonu a polyvinylidenfluoridu)
PA 6 electrospinning on-line SPE
bisfenol A fi¢ni voda UHPLC-FLD [14]
(polyamid 6) (bez jehly) naplnéna kolonka, 40 mg
SNW1@PAN mikroextrakce ve Spickach
(polyakrylonitril s inkorporovanymi kovalentnimi | electrospinning pipet sulfonamidy maso HPLC-DAD [15]
organickymi ramci) 12,5 mg
extrakce v plnénych
PS electrospinning
injekcnich strikackach hypnosedativa lidska moc¢ HPLC-DAD [16]
(polystyren) (s jehlou)
62 mg
extrakce v plnénych
PS-PEC electrospinning UHPLC-
kolonkach B-agonisté veprové maso [17]
(polystyren-polymerni crown ether) (s jehlou) MS/MS
5mg
PU/PANI electrospinning mikroextrakce na Cipu
opiodni alkaloidy lidskd mo¢ UV detekce [18]

(polyuretanova vlakna pokryta polyanilinem)

(s jehlou)

15mg
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PAN/MIL-53(Fe)

mikroextrakce ve Spickach

odpadni voda,

(polyakrylonitril s inkorporovanymi electrospinning pipet benzodiazepiny lidska moc, HPLC-DAD [19]
organokovovymi sitémi) 5mg plasma
PAN, PA6, nPVDF/uPCL, nPCL/uPCL, nPCL/uPCL
pokryté polydopaminem, UHPLC-DAD,
electrospinning on-line SPE resveratrol vino [20]
(polyakrylonitril, polyamid, kompozitni viakna FLD
polyvinylidenfluoridu a polykaprolaktonu)
adsorpce na nanovlakenny plamenova
PVA/CA/Au
electrospinning sorbent volné michany ve ryze, voda, atomova
(kombinace polyvinylalkoholu s kyselinou Pb?*, Cu? [21]
(s jehlou) vzorku kosmetika absorpéni
citronovou a nanocasticemi zlata)
3x3cm, 5mg spektroskopie
Ppy extrakce v plnénych
(komer¢ni polystyrenova nanovldkna potazena electrospinning kolonkach vitaminy ze skupiny B | lidska moc¢ HPLC-UV [22]
polypyrrolem polymerizaci in situ) 5mg
extrakce v plnénych
PP fipronil a jeho
meltblown kolonkach voda GC-ECD [23]
(polypropylen z Iékarskych rousek) metabolity
200 mg
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3.4 Sledované analyty — bisfenoly, vybrana léciva

Prvni sledovanou skupinou analytd jsou bisfenoly. Radi se mezi endokrinni disruptory,
coZ je oznaceni pro exogenni latky, které inhibuji funkce hormon( v lidském téle a
napodobuiji jejich pfirozeny ucinek. Vliv bisfenoll na lidsky organismus lze popsat jako

cytotoxicky, genotoxicky, neurotoxicky a reprodukéné toxicky [24].

Bézné se vyskytuji a nasledné uvolnuji z polykarbonatovych plastl slouzicich napftiklad
k vyrobé opakovatelné pouZzitelného plastového nadobi a lahvi na napoje, sportovnich
potfeb, CD a DVD [25]. Bisfenoly se dale mohou vyskytovat i v Uétenkach vyrobenych
z termocitlivého papiru, v bankovkdch nebo ve vyrobcich zrecyklovaného papiru.
Z téchto vyrobkl se tak mohou dostavat do Zivotniho prostredi a narusovat ho [24, 26].
Z toho davodu je duleZité hladinu téchto kontaminant( sledovat, protoZze se mohou
dostat az do vodniho ekosystému, odkud mohou dale naruSovat potravni fetézec [24].

V radmci této prace tak bylo zahrnuto testovani bisfenoll v ficni vodé.

Vzhledem k jejich nezddoucim ucinklim stanovila Evropska komise limit, ktery nesmi byt
u jidla, jez se dostane do kontaktu s plasty, prekrocen. Konkrétné se jedna o 0,05 mg/kg

pro bisfenol A a tato hranice se peclivé kontroluje [27].

Tabulka 2: Struktury modelovych analytt — bisfenoly [28] [29]

bisfenol A bisfenol AF bisfenol G

OH

OH

logP: 3,4 logP: 2,8 logP: 6,1
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bisfenol M bisfenol S bisfenol Z

{ T N,
O ° % OH
K

logP: 6,1 logP: 1,8 logP: 4,5

V pribéhu optimalizace byly dale testovany dvé skupiny léciv, ale bylo zjisténo, Zze PCL
vldkna jsou vhodnéjsi pro latky lipofilnéjSi povahy, a proto byla vybrana skupina
modelovych |éCiv s logP vy$Sim neZz 3, knimZ budou mit nanovlakna vyssi afinitu a
retenci. Podrobily se zkoumadni pfi extrakci z biologické matrice, a to ze séra a moci, kde
se po podani do lidského organismu vyskytuji. LéCiva se navzajem odliSuji i svymi
disocia¢nimi konstantami (pKa), aby se mohl prozkoumat jejich vliv na retenci, kdyz
budou ionizovany. Zaroven s tim probihalo testovani zmény pH prostredi pfi extrakci a

eluci.

Zastoupena jsou lécCiva ze skupiny nesteroidnich antiflogistik (diklofenak, flurbiprofen),
steroidnich hormon (estradiol) a antimykotik (klotrimazol), aby byl poskytnut vhled pro
rGznorodé latky a jejich vliv na chovani sorbentu. Pod timto textem si Ize precist kratkou

charakteristiku o kazdém z nich.

3.4.1.1 Diklofenak

e ze skupiny nesteroidnich antiflogistik

e |ogP:4,51[29]

e pKa:4,15[29]

e mechanismus Ucinku: inhibice biosyntézy eikosanoidd (prostaglandind,

prostacyklinu, tromboxanu) pomoci inhibice cyklooxygendazy
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Obrazek 6: Vzorec diklofenaku [28]

3.4.1.2 Estradiol

e ze skupiny steroidnich hormoni
e |logP:4,01[29]
e pKa: 10,46 [29]

e mechanismus uc€inku: vazbou na intraceluldrni receptory dochazi k ovlivnéni

transkripce

HO
Obrdzek 7: Vzorec estradiolu [28]

3.4.1.3 Flurbiprofen

e ze skupiny nesteroidnich antiflogistik
o logP: 4,11 28]
e pKa:4,22[29]

e mechanismus Ucinku: inhibice biosyntézy eikosanoidd (prostaglandind,

prostacyklinu, tromboxanu) pomoci inhibice cyklooxygenazy

Obrdzek 8: Vzorec flurbiprofenu [28]
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3.4.1.4 Klotrimazol
e ze skupiny antimykotik
e logP: 5,44 [28]
e pKa:4,10[29]

e mechanismus ucinku: inhibice syntézy ergosterolu enzymatickou blokadou

Obrdzek 9: Vzorec klotrimazolu [28]
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4 Experimentalni cast

4.1 Pristrojové vybaveni, pomticky a material

Ultravysokoudinny kapalinovy chromatograf: UHPLC Shimadzu Nexera X3 s DAD

detektorem

Software na vyhodnocovani vysledkd: LabSolution

Centrifuga: MPW-260R

Analytické vahy: Sartorius

Chromatografickd kolona: YMC-Triart C18 ExRS, rozméry 100x4,6 mm, velikost ¢astic

3 um

Extrakéni _sorbent: kompozitni polymer nPCL/UPCL, nanovldkna pfipravena

elektrostatickym zvlaknovanim a mikrovlidkna metodou meltblown (Technicka

univerzita v Liberci)

Centrifugacni filtry: Microfiltration Spin Filters — Ciro Manufacturing Corporation

Mikrozkumavky Eppendorf

Bézné laboratorni sklo

4.2 Pouzité standardy, chemikalie a vzorky
Standardy - bisfenoly (BP)

Bisfenol A: Cistota > 99 % Sigma — Aldrich s.r.o.

Bisfenol AF: Cistota = 99 % Sigma — Aldrich s.r.o.

Bisfenol G: Cistota > 98 % Sigma — Aldrich s.r.o.

Bisfenol M: Cistota = 99 % Sigma — Aldrich s.r.o.

Bisfenol S: Cistota > 98 % Sigma — Aldrich s.r.o.

Bisfenol Z: Cistota > 99 % Sigma — Aldrich s.r.o.
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Standardy — léciva

Diklofenak: Cistota = 98,5 % (HPLC) Sigma — Aldrich s.r.o.
Estradiol: Cistota > 98 % (HPLC) Sigma — Aldrich s.r.o.
Flurbiprofen: Sigma — Aldrich s.r.o.
Klotrimazol: Sigma — Aldrich s.r.o.
Chemikalie
Voda: pfipravena pomoci Milli-Q systému
Methanol: tfida Cistoty pro HPLC
Acetonitril: tfida Cistoty pro HPLC

Kyselina mravenci: > 95 % Sigma — Aldrich s.r.o.

Vzorky
Voda z feky Labe v Hradci Kradlové (odbér 9. 6. 2022)
Lyofilizované sérum LYONORM HUM N Erba Lachema s.r.o.

Lidska moc

4.3 Priprava roztoki

4.3.1 Priprava roztokl standardu bisfenol

Rozpusténim 1 mg standardd v 1 ml MeOH byly pripraveny zasobni roztoky o
koncentraci 1000 mg/l. Dale doslo k nachystani smésného zasobniho roztoku o
koncentraci 100 mg/|, z kazdé vialky od vSech bisfenol( byl odebran potrebny objem,
ktery byl ndsledné doplnén methanolem. Tento smésny roztok slouZil k jednodussi
pripravé dalSich roztokli o mensi koncentraci. Nasledné bylo vSe ulozeno do mrazaku a
v pfipadé potreby doslo k jejich dalSimu zfedéni. Pracovni roztok o koncentraci 10 mg/I

byl pouZit pfi optimalizaci podminek a pfti validaci extrakce bisfenold.
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4.3.2 Priprava roztokl standardt léCiv

Ptiprava zasobnich roztoku s léCivy probihala obdobnym zplsobem jako s bisfenoly. Byly
pripraveny zasobni vialky s roztokem lé¢iv v MeOH o koncentraci 1000 mg/I, z kterych
byl nachystdn smésny zdsobni roztok o koncentraci 100 mg/Il. PouZity pracovni roztok

byl o koncentraci 10 mg/I.

4.4 Priprava spin filtru

Pred samotnou extrakci bylo dalezZité pripravit si do centrifugacnich filtrd nanovlakenné
disky. Ty byly vysekdvany pomoci korkovrtu z kompozitniho polymeru nPCL/uPCL vldken

(viz obrazek €. 10). Vysledny primér disku byl cca 7 mm.

Obrdzek 10: Pomucky potrebné pro pfipravu spin filtru

V dal$im kroku se umistil vyseknuty disk (v pripadé testovani s BP az tfi disky) do spin
filtru. Jednalo se konkrétné o komercéni polypropylenové mikrofiltry Ciro
o priméru 7 mm a objemu 850 pl. Kvili minimalizaci kontaktu s materiadlem byla pouzita
pinzeta pro lepsi manipulaci a pro dodatec¢né umisténi a prilehnuti disku do spin filtru
poslouzila sklenénd tycinka. VSe bylo dileZité délat s co nejvétsi opatrnosti, aby se
neposkodila vldkna. Dale doslo k vloZeni spin filtru do mikrozkumavky Eppendorf, jak je

mozné vidét na dalsi fotografii (obrazek ¢. 11).
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Obrdzek 11: Spin filtr naplnény disky z nanovidken a mikrozkumavka Eppendorf

Do pfichystanych filtrd s nanovlakny se napipetovaly roztoky a preslo se k vlastnimu
testovani. Pred poslednim krokem extrakce, eluci cilovych analytl ze sorbentu, se

vymeénila mikrozkumavka Eppendorf za novou, do které byl sbiran eluat.

4.5 Chromatografické podminky a jejich optimalizace

4.5.1 Optimalizace pro bisfenoly

Pro separaci bisfenoll byla pouZita univerzalni stacionarni faze C18 (kolona YMC-Triart
C18 ExRS rozméry 100x4,6 mm, velikost ¢astic 3 um), aby bylo mozné metodu opakovat
za vyuziti téch nejjednodussich podminek. Mobilni fazi tvoril MeOH (organicka ¢ast) a

voda.

Nejvétsi zména podminek probihala pfi optimalizaci gradientové eluce. Snaha byla o co

nejkratsi analyzu, ale aby doslo k rozdéleni pik( az na zakladni linii.

V prvnich pokusech podil organické slozky rostl linedarné, ale nékteré piky nebyly
dostatecné rozdélené, predevsim bisfenoly AF a Z, jak je vidét nize v grafu (obrazek ¢.

12).
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Obrdzek 12: Chromatogram s obtizné oddélitelnymi BP AF a BP Z

Proto byl gradient v nékterych vymezenych Usecich po kratkou dobu drzen ve stejném
poméru kvodné fazi a teprve poté zase doslo k opétovnému vzestupu podilu
acetonitrilu, jak je vidét niZe v tabulce ¢. 3. Na obrazku €. 20 je zaznam bisfenold, které

jsou jiz rozseparované na zakladni linii, za optimalnich podminek.
Vysledné podminky gradientu vypadaji nasledovné:

Tabulka 3: Vysledné podminky gradientu pfi testovdni BP

% organické faze (acetonitril) | % vodné faze
do 2. min 50 50
2-2,5min 50 — 55 50 — 45
2,5-3 min 55 45
3-3,5min 55— 60 45 — 40
3,5-4 min 60 40
4 — 6 min 60 — 100 40—-0
6 —7 min 100 0
7 -8 min 50 50
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Od ctvrté minuty dochdzi k nardstu koncentrace acetonitrilu az na 100 %, aby byla
kolona dostatecné promyta. Nasledné se v sedmé minuté pomér fazi upravi na vychozi
(50:50), aby byly pfipraveny podminky pro dal$i méreni, které zacalo ihned po skonceni

predchazejiciho.

Pro lepsi predstavu vyslednych gradientovych podminek je zde pfilozen snimek

z obrazovky z programu LabSolution (obrdazek ¢. 13).

[0 B.Conc [ A Conc

Obrdzek 13: Grafické zndzornéni vyslednych podminek gradientu
modrd = organickd fdze (acetonitril), zelend = vodnd fdze

4.5.2 Optimalizace pro léCiva

Narozdil od chromatografickych podminek pfi testovani bisfenold doslo u léciv k
okyseleni mobilni faze kvili jejich kyselé povaze. Za timto Ucelem se pouzila
0,1% kyselina mravenci o pH 2,5. DUvodem byla snaha zachovat latky v neionozovaném

stavu, aby se dostatecné zadrzovaly na koloné.

Dale doslo k upraveni a zjednoduseni gradientu, jak je vidét v tabulce €. 4.

Tabulka 4: Vysledné podminky gradientu pri testovdni léCiv

% organické faze % vodné faze
(acetonitril) (0,1 % kys. mravenci)
0 min 60 40
0-3,5min 60 — 100 40—-0
3,51-4,51 min 60 40
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4.6 Optimalizace extrakce

4.6.1 Optimalizace pro bisfenoly ve vodném vzorku

Prvotni testovdni se standardy bisfenolll probihalo ve vodé. VSechny testy byly
provedeny ve tfech opakovanich, dvakrat nadavkovany do UHPLC a vysledné hodnoty
zpramérovany. Optimalizoval se pocet diskl ve spin filtru, mnoZstvi ¢inidla potfebného

k aktivaci, kondicionaci a eluci, pocet otdcek a ¢as potfebny pfi centrifugaci vzorku.

4.6.1.1 Volba sorbentu

Pro testovani byl vybran kompozitni polymer nPCL/uPCL, protoZe vykazoval nejvyssi
retenci organickych latek oproti jinym polymeram [5]. Pfiprava probihala kombinaci
metod elektrostatického zvldknovani a meltblown a diky tomu vznikla dostatecné silna

vrstva cca 2 mm, se kterou se dobfe manipulovalo a daly se z ni vysekdvat disky.

4.6.1.2 Pocet vrstev disku

Jednim z prvnich krokd bylo tedy urcit, kolik vrstev disk(i bude mit nejvyssi vytéznost a

zaroven tak zadrzi nejvétsSi mnozstvi sledovanych BP.

Méreni probihalo sjednou, dvéma a tfemi vrstvami. Plat nanovldken nemél vSude
stejnou Sirku, ale byla snaha vidy vysekat disky z co nejvice podobné tlusté nebo tenké
vrstvy. Pfi vysledné validaci uz doslo k peclivému vazeni, aby se zarucila opakovatelnost

extrakce. Pouzily se tfi disky, které vazily od 45,880 do 49,056 mg.

U testovani se ponechaly stejné kroky jako u klasického provedeni SPE. Nejdfive se
aktivoval sorbent organickym rozpoustédlem, ddle probéhla kondicionace vodou,
protoZe poté se nadavkoval vodny vzorek. Volny objem pfti zaplnéni spin filtru tfremi
disky cinil 600 pl. Stejné mnozstvi vzorku bylo davkovano a i stejny objem MeOH byl
pouzit pfi eluci. Organickym Ccinidlem byl zvolen jiz zminény MeOH, protoze
z pfedchoziho zkoumani vyslo najevo, Ze PCL neni stabilni v acetonitrilu [6]. Nasledné se
mohlo prejit k samotnému testovani. Postup davkovani a podminky v tabulce ¢. 6 se

dodrzely u vSech vrstev stejné:
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Tabulka 5: Postup a podminky pri optimalizaci poctu vrstev

objem chemikalii cas, rychlost otaceni
aktivace 200 pl MeOH 3 min, 7000 RPM
kondicionace | 200 pl H,O 3 min, 7000 RPM
vzorek 600 pl STAND 10 mg/l v H,0 5 min, 7000 RPM
eluce 600 pl MeOH 5 min, 7000 RPM

Po nadavkovani vzorku se z mikrozkumavky Eppendorf odebraly vzorky pro zhodnoceni
mnoZstvi nezachycenych analyt(i. Dale byl méfen odbér po finalni eluci MeOH. V tabulce
C. 6 lze vidét srovnani vytéZnosti extrakce jednotlivych bisfenol( se standardem. V grafu
pod tabulkou (obrazek €. 14) jsou zndzornény ztraty jednotlivych BP, které se nezachytily
na sorbentu. Vysledek je uveden v procentech a vyhodnocuje srovndni se standardy.

Jako optimalni pocet disk( byly zvoleny tti disky.

Tabulka 6: VytéZnost vyhodnocend pri optimalizaci poctu vrstev

VYTEZNOST [%]
1 vrstva 2 vrstvy 3 vrstvy
BPS 53,84 66,55 79,20
BP A 78,38 93,51 100,61
BP AF 97,70 98,70 99,54
BPZ 92,88 98,36 100,71
BP M 118,28 113,00 110,26
BP G 105,04 105,10 104,43
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Obrdzek 14: Kolik % jednotlivych BP se nezachytilo pri optimalizaci poctu vrstev diskd

4.6.1.3 Promyti a kondicionace sorbentu

Dale probihalo méreni, které mélo urcit podminky u aktivace a kondicionace materidlu.
Snaha byla extrakci co nejvice zjednodusit a sniZit pocet provedenych krok(i na
minimum, ale zaroven ovéfit dlleZitost promyti sorbentu pfed naddvkovanim vzorku

.s Ve

z hlediska jeji ucinnosti.

Porovnani bylo vyhodnoceno u dvou vrstev vldaken a doba otaceni i pocet otacek byly
shodné s podminkami popsanymi v tabulce nad timto textem (tabulka €. 5). Testovdno
bylo pfimé davkovani vzorku, promyti pouze MeOH a kondicionace ve dvou krocich

MeOH a poté vodou (tabulka €. 7).

Tabulka 7: Podminky pro optimalizaci aktivace a kondicionace materidlu

2 vrstvy
1. méreni 2. méreni 3. méreni
aktivace 200 pl MeOH 200 pl MeOH -
kondicionace 200 pl H,0 - -
nadavkovani vzorku | 600 pl 600 pl 600 pl
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Vyhodnocené vysledky:

Tabulka 8: VytéZnost vyhodnocend pri optimalizaci aktivace a kondicionace sorbentu

VYTEZNOST [%]
1. méreni 2. méreni 3. méreni
BPS 66,55 64,94 76,54
BP A 93,51 96,92 94,36
BP AF 98,70 102,17 91,74
BPZ 98,36 101,95 92,59
BP M 113,00 133,37 104,84
BPG 105,10 124,81 97,06

Vytéinosti ziskané za trfech rlznych podminek vychdzely podobné. Jedinym rozdilem
byly zachycené necistoty na zaznamu u sorbentu bez aktivace i kondicionace, jak je vidét
nize na grafu (obrdzek €. 15 — zmény vyznaceny ¢ervenym obdélnikem). Ponechal se
proto alespon krok promyti pomoci 200 pl MeOH pfed samotnym nadavkovanim vzorku,
aby se minimalizoval rusivy Sum. Necistoty pravdépodobné zlstaly v sorbentu z jeho

vyroby.
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Obrdzek 15: Graf srovndni sorbentu bez aktivace a s aktivaci pomoci MeOH, zvyraznéno misto s nejvétsimi zménami
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4.6.1.4 Rychlost a doba otaceni

Dale se zkoumal parametr rychlosti otaceni. Snaha byla zajistit co nejrychlejsi proces, ale
zaroven zachovat dostatec¢ny kontakt vzorku se sorbentem. Testovali se rychlosti 2000 RPM,
4000 RPM, 6000 RPM a 8000 PRM. V tabulce €. 9 jsou vypocitané vytéZnosti jednotlivych
bisfenolll vzhledem ke svym standardim a vtabulce ¢. 10 jsou odpovidajici relativni

smérodatné odchylky péti extrakci (RSD).

Tabulka 9: VytéZnost vyhodnocend pri optimalizaci rychlosti otdceni

VYTEZNOST [%]
2000 RPM 4000 RPM 6000 RPM 8000 RPM

BPS 106,7 106,8 96,9 110,8
BPA 102,5 105,3 104,5 104,4
BP AF 99,2 100,7 102,9 99,4

BPZ 100,6 96,8 101,2 101,1
BP M 138,5 156,5 137,1 165,6
BPG 142,4 156,9 140,6 165,6

Tabulka 10: Hodnoty RSD pro vysledky vytéznosti pri optimalizaci rychlosti otdceni

RSD [%]
2000 RPM 4000 RPM 6000 RPM 8000 RPM
BPS 5,2 3,6 7,1 2,8
BP A 1,4 1,4 1,2 0,9
BP AF 1,4 1,4 1,2 1,1
BP Z 1,4 7,1 6,7 1,2
BP M 4,8 1,5 4,4 2,1
BP G 2,3 1,6 3,6 2,9

Soucasné s vybérem rychlosti otaceni probihala i volba délky ¢asu. Nejdfive byl zvolen stejny
¢as 2 min pro vSechny rychlosti. U rychlosti 2000 RPM a 4000 RPM neprosel cely objem cinidla
skrz sorbent, proto u nich doslo k navySeni ¢asu na 4 minuty. Doba méreni vypadala tedy

nasledovné:
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Tabulka 11: Optimalizace casu pro centrifugaci

2000 RPM 4000 RPM 6000 RPM 8000 RPM

4 min 4 min 2 min 2 min

Z vyse zminénych vysledk( vysSlo najevo, Ze hodnoty vytéZznosti jsou pro vSechny rychlosti
velmi podobné. Déle se zjistilo, Ze pfi prodlouzeném prichodu vzorku skrz sorbent nedojde ke

zvyseni vytéznosti. Jako optimalni rychlost otdceni se tedy zvolilo 6000 RPM za 2 minuty.

4.6.1.5 Eluce

V poslednim kroku optimalizace doslo k vybéru vhodného elu¢niho ¢inidla a jeho mnozZstvi.

Cilem bylo pouzit co nejmensi objem a vzorek tak zakoncentrovat.

Jako cinidlo se zvolil MeOH kvli nestabilité sorbentu z PCL vldken v prostredi acetonitrilu.
Konkrétné se testoval objem cinidla 600 ul, 300 ul a 150 ul a jeho fedéni 50:50 s vodou.
V pfipadé primého nastfiknuti metanolického eluatu dochdazelo ke zhorseni tvaru prvniho piku
bisfenolu S (znazornéno modrou Sipkou na obrazku €. 16), cemuz se dalo predejit pridanim
kroku nafedéni eluéniho ¢inidla v poméru 50:50 s vodou. Timto by se vSak extrakce navysila o

dalsi ukon, proto se od fedéni upustilo.

Pri pouziti objemu 150 pl MeOH uZ nedochazelo oproti ostatnim ke kompletni eluci bisfenold,

proto byl zvolen objem 300 ul a doslo tedy ke dvojndasobnému zakoncentrovani vzorku.

1220 nm BP M

+o000] Standardy v MeOH
standardy v 50% MeOH BP AF
1 BP G

B0000- BP A
600007 BPZ

BP S

400007

SN ] BV —

Obrazek 16: Graf zndzorriujici frontovani piku bisfenolu S
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4.6.2 Optimalizace pro léciva v biologickém materialu

Prvni skupina léciv: dexamethason, hydrochlorothiazid, kyselina acetylsalicylova, penicilin G,

propafenon

Léciva z prvni skupiny se ve velkém mnozstvi nezachytavala na nanovlaknech, méla malou
vytéZnost a nestejnorodé vysledky, tudiz byla z dalSiho hodnoceni vyfazena. Spojovala je
vlastnost nizkého logP (mensi nez 3), proto pro dalsi prozkoumani byla vybrana skupina

|éCivych latek s vy$Sim logP.

(poznamka: Rozdélovaci koeficient oktanol/voda (logP) vyjadfuje vlastnost latky, jestli bude
upfednostriovat spise hydrofilni nebo lipofilni prostiedi. Cim vy3si je logP, tim vice

upfednostiuje lipofilni prostfedi [30].)

Druha skupina IéCiv: diklofenak, estradiol, flurbiprofen, klotrimazol

Pro prvotni méfeni s |éCivy byly nejdfive ponechany stejné podminky jako u bisfenol(l a
standardy byly naredény ve vodé. Pozdéji se extrakce aplikovala na biologické vzorky
(lyofilizované sérum a moc). Byly tedy ponechany tfi vrstvy nanovldkennych disk(, jejich

aktivace pomoci 200 ul MeOH, objem vzorku 600 pl a eluce pomoci Cinidla o objemu 300 pl.

Vzhledem ke kyselému charakteru nékterych Iéciv se testovalo okyseleni prostredi, v némz se
nachazela |éc¢iva pfi extrakci nebo eluci a sledovalo se, jaky vliv ma zména na samotnou
extrakci a eluci analyt(l. BohuZel to znamenalo horsi vysledky pro klotrimazol, ktery se na

sorbentu nezadrzoval pfi davkovani v okyseleném roztoku (lze vidét na obrazku ¢. 17).

400000
210 nm roztok standardi v 0,1% kyseliné mravengi

roztok standardii ve vodé

200000

klotrimazol

-200000]

-400000]

600000

Obrdzek 17: Testovdni okyseleni prostiedi — klotrimazol se nezadrZoval na sorbentu
Doslo ke zméné mobilni vodné faze v UHPLC (0,1% kyselina mravenci ve vodé). V tabulce ¢. 12
jsou vidét konkrétni podminky pro testovani s druhou sadou léciv:
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Tabulka 12: Podminky pro testovdni druhé skupiny Iéciv

aktivace 200 pl MeOH
vzorek 600 pl

eluce 600 pl MeOH
pocet otacek 6000 RPM

1 min (aktivace, kondicionace)
¢as jednoho cyklu
2 min (vzorek, promyti, eluce)

Po vyhodnoceni vysledku vyslo najevo, Ze vytéZznost pro klotrimazol byla v priiméru 87 %, pro
estradiol 92 %, pro flurbiprofen 76 % a pro diklofenak 77 %. Proméreny byly také roztoky po
naneseni na sorbent a spocitalo se, kolik analytu se nezachytilo. Konkrétné klotrimazol a

estradiol nebyly detekovany vibec, diklofenak jen kolem 10 % a flurbiprofen kolem 16 %.

Extrakce byly provedeny se ¢tyfmi vzorky, které byly nadavkovany dvakrat do UHPLC a z nich

byl nasledné vypocitan primeér.

Pro dalSi hodnoceni se tedy vybrala pouze Ié¢iva ze skupiny dvé, protoze |éCiva z prvni skupiny

se kvUli nizkému logP nezachytdvala na sorbentu.

4.6.2.1 Optimalizace extrakce séra

Lyofilizované sérum Lyonorm Hum N se rekonstituovalo v 5 ml vody. Pro dalsi hodnoceni se
pouZilo spikované sérum lécivy na koncentraci 10 mg/I, které se pfipravilo smisenim 500 pl

smésného standardniho roztoku (c=100 mg/I) a 5 ml rekonstituovaného séra.

Pfi prvotnim nastfiku vzorku, ktery obsahoval mix léCiv a séra, se zjistilo, Ze témér Zadny objem

neprochazi skrz nanovldkna a filtr se ucpaval.

Proto byly podminky nasledné upravovany. Extrakce probihala s mensim poctem
nanovldkennych disk(i, s mensim objemem vzorku, doslo k vétSimu naredéni séra a k promyti

nanovlaken pred eluci.

Standardné byly pouzivany pro méreni tfi vrstvy diskd z nanovlaken, ale i opticky bylo patrné,
ze kvuli vysoké vrstvé sorbentu vzorek neprojde skrz a neni tak mozné odebrat eluat na
méreni. Proto se zmensil pocet vrstev az na jednu, aby mohl vzorek projit lépe skrz

nanovldkna. Dale byl vzorek nanesen v objemu 200 pl misto 600 pul a sérum bylo fedéno 1:1 a
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1:4 s vodou. Pfidal se i krok promyti pied eluci pomoci 200 pl vody. Umérné k objemu vzorku

byl zmensen objem eluéniho ¢inidla z 600 ul MeOH na 200 pl MeOH. BohuZel ani tyto kroky

nezvysily vytéZnost vsech |éciv, jak je vidét v grafu pod timto textem (obrdazek ¢. 18).

Bylo zjisténo, Ze typ vldken PCL neni pro tyto podminky a extrakci séra vyhovujici. V pfipadném

dalsim rozsifeni prace by bylo moiné se zaméfit na zménu velikosti priméru vldken nebo

smacivosti, ¢imZ by prochdzejici vzorek nemél takovy odpor, nebo na celkové jiném

chemickém sloZeni materialu.

woo} 210 NM 2 vrstvy sérum 1:1
200000 1 2 vrstvy sérum 1:4
1 vrstva sérum 1:1
1 vrstva sérum 1:4

200000

-300000H

-400006

-50000¢

1 — klotrimazol
2 —estradiol

3 —flurbiprofen
4 — diklofenak

Obrdzek 18: Zména podminek pro zvyseni vytéZnosti IéCiv u optimalizace extrakce séra
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4.6.2.2 Optimalizace extrakce moci

Dalsi testovanou matrici byla moc¢. Pro méreni se pfipravil spike moci 10 mg/I, ktery vznikl
smisenim 100 pl smésného standardniho roztoku (c=100 mg/I) a 900 pl moci. Pro zaruceni
prichodu vzorku skrz nanovldkna se zmensil pocet disk(l jen na jednu vrstvu, byl zachovéan
mensi objem vzorku a eluéniho ¢inidla a pridan promyvaci krok pro odstranéni interferenci
z modi. Na rozdil od testovani s bisfenoly se tedy u lé¢iv pouzila pouhd tfetina sorbentu, vzorku

se standardy a tfetina Cinidla k eluci.

Poté se optimalizovalo mnoZstvi vody na promyti sorbentu. Porovnavany byly objemy 100 pl
a 200 pl vody, které byly nadavkovany po vzorku se standardy v moci. Z vysledkl vytéznosti

v porovnani se standardy se spocital pramér. V tabulce €. 13 jsou vysledky:

Tabulka 13: Optimalizace objemu vody na promyti sorbentu

VYTEZNOST [%]
100 pl H.0 200 pl H,0
KLOTRIMAZOL 83,09 82,40
ESTRADIOL 93,11 91,81
FLURBIPROFEN 59,96 56,37
DIKLOFENAK 73,24 68,43

Vysledky vytéZnosti pro oba objemy vychdazely podobné. Ani u jednoho nedoslo ke zvyseni
vytéznosti v porovnani s tim druhym a pozadi na chromatogramu bylo totozné, proto byl

zvolen mensi objem. V tabulce €. 14 jsou rozepsany optimalizované podminky:

Tabulka 14: Optimalizované podminky pro testovani IéCiv v moci

aktivace 200 pl MeOH

kondicionace 200 p H20

vzorek 200 pl STAND 10 mg/I v moci
promyti 100 ul H20

eluce 200 pl MeOH
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4.7 Shrnuti optimalizovanych chromatografickych a extrakcnich

podminek

4.7.1 Optimalni chromatografické podminky

Chromatograf:
Detektor:

Kolona:

Velikost nastriku:

Typ eluce:

Mobilni faze:

Celkovy ¢as analyzy:

Teplota:

Vyhodnoceni:

UHPLC Shimadzu Nexera X3
DAD spektrofotometr (BP 220 nm, LC 210 nm)

YMC-Triart C18 ExRS, rozméry 100x4,6 mm,

velikost ¢astic 3 um
10 ul

gradientova
BP — podrobné viz tabulka ¢. 3

LC — podrobné viz tabulka ¢. 4

BP: acetonitril, voda

LC: acetonitril, 0,1% roztok kyseliny mraveni
BP: 8,00 min

LC: 4,51 min

Laboratorni

Chromatograficky software LabSolution
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4.7.2 Optimalni extrakéni podminky

4.7.2.1 Bisfenoly

Pocet disku:
Aktivace:
Objem vzorku:
Eluce:

Rychlost otaceni:

Délka otaceni jednoho cyklu:

4.7.2.2 Léciva

Pocet disku:
Aktivace:
Kondicionace:
Objem vzorku:
Promyti:
Eluce:

Rychlost otaceni:

Délka otaceni jednoho cyklu:
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200 pul MeOH
600 pl

300 pl MeOH
6000 RPM

2 min

1

200 pul MeOH
100 pl H,0
200 pl

100 pl H20
200 ul MeOH
6000 RPM

1 min (aktivace, kondicionace)

2 min (naneseni vzorku, promyti, eluce)



STAND 10 mg/I|

mAU
] BP M
1220 nm
175{
‘\SW:
BP G
125{
100 BP A
— BP AF
] BP z
75*_
] BPS
I
X 3
oo os 1o 4s 20 25 30 a5 40 45  s0  s5 6o 65 70 75  mn
Obradzek 19: Zdznam separace bisfenold za optimdlnich podminek
STAND 10 mg/I
mAU
1210 nm 1 - klotrimazol
WOOOt
2 — estradiol
750; .
] 3 — flurbiprofen
] 4 - diklofenak
250;
o
—25(:%
-50CF7
7501
R

Obrazek 20: Zdznam separace IéCiv za optimdlnich podminek
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4.8 Validace - bisfenoly v rece

4.8.1 Podminky

Postup analyzy pro nasledujici validaci byl vidy stejny dle optimalizovanych podminek.

Pro extrakci byl pouzit kompozitni polymer nPCL/UPCL, z néhoz byly vysekany tfi disky. Disky

byly zvdZzeny na laboratornich vahach, aby jejich hmotnost byla co nejvice konzistentni.

Vysledek se pohyboval v rozmezi 45 — 50 mg u diskd, jejichzZ eluat slouZil pro vypocet presnosti,

preciznosti a u dil¢ich vypoctl u testu zpUsobilosti systému (SST).

Pti promérovani fi¢ni vody doslo k zjisténi, Ze konec¢né hodnoty ploch pikd u BP M a BP G

ovliviiuji necistoty koelujici v jejich retencnim ¢ase (jejich hodnoty uvedeny v tabulce €. 15).

U vSech nasledujicich hodnot pro tyto bisfenoly byly vidy plochy nelistot odecteny.

Tabulka 15: Necistoty u BP M a BP G

necistota priméry priméru ploch
uBPM 13753,75
uBPG 7072,75

Na zdznamu chromatogramu (obrdzek €. 21) jsou tyto neclistoty patrné (oznaceny modrymi

Sipkami).

1220 nm

BP A BP AF BPZ BPM BPG
50000
BPS
40000+
30000
20000
/

= L | /

o ‘_J L_/—’—J

Obrdzek 21: Zdznam — blank feky Labe a spike feky, jsou viditelné necistoty u BP M a BP G
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4.8.2 Test zplisobilosti systému (SST)

Test zpUsobilosti systému je soubor podminek, pfi jejichz splnéni plati dfive provedend
validace metody [31]. Pro SST byly vyhodnoceny vysledky ze Sesti méreni standardu. Nize

v tabulce €. 16 jsou uvedeny vsechny hodnocené veliciny.

Nechybi zde t- neboli retencni ¢as jednotlivych bisfenoll, ani RSD ploch, coZz nam ukazuje
opakovatelnost nastfiku. Dale je zde uvedena hodnota pro Sitku piku v poloviné jeho vysky a
hodnota pro kapacitu separace. Tato hodnota nam uddva ucinnost separace a lze ji vypocitat
dle nasledujici rovnice:

tg

n, =1+
P 4XWh

ty udava cas, po ktery bézel gradient, coZ je vtomto pfipadé 7 minut a wy je Sifka v poloviné
piku. As neboli faktor symetrie uddva symetrii daného piku, jestli dany pik nema tendenci
napriklad chvostovat [32]. Obvyklym rozmezim vypocéitanych hodnot je 0,8 — 1,5, ¢emuz

odpovidaji i namérené vysledky. Vypocet Ize provést z nasledujici rovnice:

As = wgos/2d
Wo,05 odpovida Sifce piku ve dvacetiné jeho vysky a d je vzdalenost mezi kolmici spusténou z
vrcholu piku a vzestupnou ¢asti piku ve 20tiné vysky [32]. Posledni hodnotou uvedenou
v tabulce €. 16 je Rs jinak také rozliseni, coz uddva miru separace dvou pikl. Aby byly dva piky
rozdéleny na zdakladni linii, postacuje hodnota Rs 1,5, coz odpovidd viem namérenym

hodnotam [32].

Tabulka 16: Test zplsobilosti chromatografického systému

analyzované

t-[min] |RSD ploch [%] |wh [min] |n, As Rs
standardy
BP S 1,25 0,46 0,053 34,33 0,895 -
BP A 2,78 0,09 0,070 26,00 1,099 13,88
BP AF 4,31 0,16 0,056 32,07 |1,086 |13,74
BP z 4,70 0,54 0,066 27,52 1,074 3,59
BP M 6,18 0,21 0,039 46,45 1,138 15,87
BP G 6,55 0,26 0,037 48,95 1,144 5,25
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4.8.3 Linearita

Linearita vyjadfuje schopnost metody poskytovat vysledky pfimo iumérné obsahu analytu v
urCitém rozsahu [31]. Pro stanoveni linearity byly pfipraveny kalibraéni roztoky smisenim
zasobniho smésného roztoku (c=100 mg/l) a vzorku feky Labe. Koncentracni hladiny byly
0,25 mg/l, 0,5 mg/l, 1 mg/l, 2 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l, 15 mg/l, 20 mg/l a 25 mg/I. Na kazdé z nich
byly provedeny dva ndastfiky extraktu, z nichZ se vypocital primér. Nasledné se vybralo podle
linearniho rozsahu k vyhodnoceni 6-8 bod( z pfimky. Celkové u viech hladin standardt vychazi

linearita = 0,99. K vypoctu byla pouzita metoda linearni regrese.

Tabulka 17: Priprava roztokd pro stanoveni linearity

Koncentraéni hladina [mg/1] | Zasobni smésny roztok (c=100 mg/I) [ul] | Reka Labe [pl]
0,25 2,5 997,5

0,5 5 995

1 10 990

2 20 980

5 50 950

10 100 900

15 150 850

20 200 800

25 250 750
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BP S

c[mg/1] | plocha piku
0,25 1719,0
0,5 2735,5
1 15761,5
2 32734,0
5 89634,0
10 166634,4
BP A
c[mg/1] | plocha piku
0,25 21542,5
0,5 34181,5
1 82517,5
2 216054,5
10 805581,3
25| 1966918,0

180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000

0 o¥

0

plocha piku

2500000

2000000

1500000

plocha piku

1000000

500000

BP S

o

c [mg/1]

y=17168x-2112,1 .-®
R?=0,9972 .-

Obrdzek 22: Stanovend linearita pro bisfenol S

BP A

o o

c [mg/1]

y = 78266x + 15662

R2=0,9991 .-

20 25

Obrdzek 23: Stanovend linearita pro bisfenol A
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BP AF
c[mg/1] | plocha piku
0,25 15397,5
0,5 23079,0
1 53659,0
2 145143,5
5 319910,5
15 778366,0
20| 1039127,0
BP Z
c [mg/1] plocha piku
0,25 15347,5
0,5 23389,5
1 53311,5
2 139651,0
5 313485,5
10 582818,3
15 739500,0
20 990930,5

plocha piku

1200000
1000000
800000
600000
400000

200000

0o @°
0

Ob

1200000
1000000
800000

600000

plocha piku

400000

200000

BP AF
y=51261x + 18861 PS
RZ = 0’9961!_ .......
e
P
5 10 15 20

¢ [mg/I]

rdazek 24: Stanovend linearita pro bisfenol AF

o o

BPZ
y =49342x + 25785
R*=0,9909 .-®
=y
°..
o~
5 10 15 20
c[mg/I]

Obrdzek 25: Stanovend linearita pro bisfenol Z
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BP M

c [mg/1] plocha piku
0,25 13235,3
0,5 13711,3
1 36659,3
2 122267,8
5 307888,8
10 582818,3
15 809270,3
20 1096408,0

BP G

c [mg/1] plocha piku
0,25 10319,8
0,5 13578,8
1 35727,8
2 107699,3
5 240334,3
15 676562,8
20 921834,3

plocha piku

plocha piku

BP M

1200000
y=55024x+3093,1 _.®

1000000 R2=0,9975 ..

800000 = )
600000 e
400000

200000

0 ..
0 5 10 15 20
c[mg/I]

Obrdzek 26: Stanovend linearita pro bisfenol M

BP G

1000000
900000
800000
700000 o
600000
500000
400000
300000
200000 _
100000 &

o @°
0 5 10 15 20
¢ [mg/l]

y=45851x+9,3495 .®
R2=0,9991 .

Obrdzek 27: Stanovend linearita pro bisfenol G
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4.8.4 Preciznost (precision)

Vyjadfuje miru shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované s homogennim

vzorkem [31].

Pro zhodnoceni miry preciznosti bylo provedeno méreni se stejnymi podminkami pro osm
vzork( (vCetné jejich Upravy) na stejné koncentracni hladiné (c=10 mg/l) a poté se vypocital
pramér dvou opakovanych nastfik(l. Posléze se z téchto pramérd spocitala pramérna plocha

pro vsechny bisfenoly, z niz byla uréena smérodatna a relativni smérodatna odchylka. Vysledky

se pohybuji mezi 3 -4,5 %.

Tabulka 18: Preciznost dané metody

pramér ploch pod pikem | SD RSD [%]
BPS 166634,4375 7354,1 4,41
BP A 805581,3125 31219,8 | 3,88
BP AF 615722,1875 23027,2 | 3,74
BP z 582818,3125 22342,3 | 3,83
BP M 858921,6875 26776,8 | 3,12
BP G 608816,9375 18873,4 | 3,10

4.8.5 Presnost (accuracy)

Vyjadruje odchylku vysledku od spravné hodnoty [31].

Nejvice polarni latkou z hodnocenych bisfenolll je BP S, ktery tak vykazoval nejmensi miru

retence na nanovlaknech. Vytéznost pro ostatni BP se pohybovala okolo 100 % a RSD < 4,5 %.

Tabulka 19: Pfesnost dané metody

vytéinost [%] | SD RSD [%]
BP S 57,72 2,55 4,41
BP A 101,43 3,93 3,88
BP AF 103,24 3,86 3,74
BP z 98,00 3,76 3,83
BP M 96,69 3,01 3,12
BP G 103,63 3,26 3,14
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4.8.6 Limit detekce a kvantifikace

evvs

evvys

evvs

LOD je koncentrace poskytujici pik s vySkou o poméru signalu k Sumu S/N =3 a LOQ S/N = 10.
Z tohoto vztahu lze vyvodit, Ze LOD je 3,33x mensi nez LOQ. Pomér S/N vyjadfuje pomér

signalu k Sumu.
Obé veli¢iny vyjadtuiji citlivost dané metody.

Vypocet byl proveden z rovnice:

Tabulka 20: Limit detekce a kvantifikace

LOQ [mg/I] LOD [mg/I1]
0,25 0,08

Ve

4.9 Rozsireni experimentalni ¢asti — |éciva v biologickych vzorcich

Pro rozsifeni experimentalni ¢asti diplomové prace a testovani selektivity PCL nanovldken byla
metoda jeSté zopakovana se dvéma skupinami IéCiv a také byla vyzkousena jejich moznost
extrakce z biologické matrice. Konkrétné se zkoumaly v prostfedi rekonstituovaného

lyofilizovaného séra a moci.

Z divodu ucpavani diskl sérem se vtomto pfipadé nepovedlo metodu zoptimalizovat.
Nicméné byla validovdna pro extrakci analytl z moci.

4.9.1 Preciznost a presnost pro léciva v moci

Pro ovéreni reprodukovatelnosti bylo provedeno méreni's osmi vzorky standardd lé¢iv v moci,
které byly dvakrat nadavkovdny do UHPLC. Z vychozich hodnot se spocital priimér a dale

preciznost a presnost.

50



Tabulka 21: Validace extrakce léCiv z moci

vytéZnost [%] | SD RSD [%]
KLOTRIMAZOL | 88,13 4,14 4,70
ESTRADIOL 92,61 3,28 3,54
FLURBIPROFEN | 75,57 5,75 7,61
DIKLOFENAK 81,16 6,09 7,50

Vytéinost se u léCiv pohybovala v rozmezi mezi 75,6 — 92,6 % s preciznosti RSD < 8 %. Na

obrdazku €. 28 je zaznam léciv po extrakci z moci.

mAU

1000—% 210 nm .

] 1 - klotrimazol
80&5 .

] 2 — estradiol
60&5 .

E 3 — flurbiprofen
40(}2 .

E 4 - diklofenak
20&_é 1

]

2
2004 3 4
-400
-50&;

R e

Obrdzek 28: Zaznam analyti (léciv) po extrakci z moci
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5 Zaver

V experimentdlni ¢asti diplomové prace byla vytvofena a validovana HPLC metoda pro
stanoveni bisfenol( ve vodé po extrakci na PCL nanovlaknech v centrifugacnich (spin) filtrech.
Tato metoda byla optimalizovana i pro dalsi analyty v komplexnéjSim vzorku, a to konkrétné
pro léciva v moci. Snaha byla o co nejjednodussi a ¢asové nejméné ndrocné kroky v ramci
pfipravy, protoZe se predpokladd, Ze by tato metoda extrakce mohla byt ddle pouZivana

v praxi. | proto se testovaly modelové analyty a zvolila se univerzalni kolona.

V ramci prace byly zoptimalizovany podminky pro extrakci jako je mnoZstvi pouZitého
sorbentu, mnozstvi ¢inidla potfebného k aktivaci, kondicionaci a eluci materidlu, pocet otacek
a Cas potrebny pfi centrifugaci vzorku. Doslo k popsdni retence analytd na sorbentu a Ucinnosti
extrakce analytd v ficni vodé a biologickém prostredi. VSechny vytycené cile z Uvodu prace se

tedy povedlo naplnit.

Tato metoda slouZi jako pilotni studie k vyuZziti PCL nanovlaken ve spinfiltru. Hlavnim vystupem
prace je validovana reprodukovatelnost extrakce. Rozsitit by se mohla zkoumanim jinych typa
nanovldkennych polymeru jako sorbentu nebo ovérenim selektivity pro dalsi analyty. Podle
slibnych vysledk( lze fici, Ze by tento material (kompozitni polymer nPCL/uPCL vldken) byl
vhodny pro komeréni vyuziti. V tom pripadé by se doporucilo optimalizovani vyroby vldken,

aby byla zaru¢ena homogenita sorbentu pro opakovatelné vysekavani diska.
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