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Abstrakt

UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE
Katedra farmaceutickej chémie a farmaceutickej analyzy
Kandidat: Nikola Mrenkova
Skolitel: PharmDr. Luka$ Lochman, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Modifikacia sorbentu pre SPE

Uprava vzorku patri medzi najkritickej$i bod v chromatografickej analyze
vzoriek biologického materidlu, zavisi na nej celkovy tuspech chromatografickej
analyzy. Komplexny charakter biologickych vzoriek a nizka koncentracia cielovych
analytov viedli k vyvoju rdéznych technik selektivnych uprav vzoriek. Pre svoju
univerzalnost’ a selektivitu je extrakcia na pevnej faze (SPE) jednou z najrozsirenejSich
metod.

Grafén pre svoje unikatne vlastnosti (vel’ky Specificky povrch, delokalizovany
systém 7 elektronov, hydrofobny charakter) sa stal jednym z vhodnych kandidatov ako
latka pre vyvoj nového typu sorbentu pre SPE.

Diplomova praca bola zamerand na Stidium vlastnosti modifikovanej
stacionarnej faze pre SPE zaloZenej na graféne. Konkrétne sa jednalo o naviazanie
grafén-oxidovych (GO) platov na aminosilikagél prostrednictvom amidovej vizby
medzi karboxylovymi skupinami GO a aminoskupinami aminosilikagélu, s naslednou
hydrazinovou redukciou na redukovany grafén-oxid (rGO). Pre Stadium vlastnosti
pripraveného  sorbentu  boli  vybrané  modelové  analyty s rozdielnymi
fyzikéalno-chemickymi vlastnostami, ato kysly ibuprofen (IBU, pKa 5,3), neutralny
propylparaben (PrP, pKa 8,5) azédsadity metoprolol (MET, pKa 9,7). Boli
optimalizované podmienky pre retenciu a eliciu analytov s cielom zaistit vysoku
vytaznost. Ziskané vysledky boli porovnané s vytaznostami extrakcie pri pouZiti
komeréne dostupného  materidlu (aminosilikagél a modifikovany silikagél Cis)
za rovnakych podmienok.

Pouzitim upravené¢ho aminosilikagél sorbentu rGO ako stacionarnej fazy
pre SPE bol preukazany jeho zmieSany reten¢ny mechanizmus. Vysledky experimentov
ukdzali, ze analyty boli pravdepodobne adsorbované velkym Specifickym povrchom

rGO, interagovali prostrednictvom m — = interakcii, kation — m  interakcii a



hydrofébnemu efektu. Modifikovany rGO sorbent tak poskytol slubné vysledky

pre d’al$i vyvoj materidlov zaloZzenych na graféne.
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Sample preparation is one of the most critical points in the chromatographic
analysis of biological samples. The success of the chromatographic analysis depends
on it. The complex character of biological samples and the low concentrations of target
analytes have led to the development of selective sample preparation techniques.
Because of its universality and selectivity, solid-phase extraction (SPE) is one
of the most widely used methods.

Graphene, due to its unique properties (large specific surface area, delocalized
n electron system, hydrophobic character), has become a suitable candidate
as a substance for the development of a new type of sorbent for SPE.

The submitted thesis was focused on the study of the properties of a modified
stationary phase by graphene-based sorbent for SPE. Specifically, it involved
the coupling of graphene oxide (GO) sheets to aminosilica gel via an amide bond
between the carboxyl groups of GO and the amino groups of aminosilica and
the reduction of GO by hydrazine to reduced graphene oxide (rGO). Model analytes
with different physicochemical properties, namely acidic ibuprofen (IBU, pKa 5.3),
neutral propylparaben (PrP, pKa 8.5), and basic metoprolol (MET, pKa 9.7), were
selected for the study of the properties. The conditions for retention and elution
of the analytes were optimized to maintain high recovery. The results were compared
with extraction yields using commercially available material (aminosilica gel and Cisg
modified silica gel) under the same conditions.

Using the aminosilica gel sorbent modified with rGO as a stationary phase
for SPE, its mixed retention mechanism was demonstrated. The experimental results
showed that the analytes were likely adsorbed by the large specific surface area of rGO,

interacted through m - 7 interactions, cation - m interactions and hydrophobic effect.



Thus, the modified rGO sorbent provided promising results for further development

of graphene-based materials.
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Z0ZNAM SKRATIEK

ACN acetonitril

DAD detektor s fotodiédovym polom

DCC N,N'-dicyklohexylkarbodiimid

DMF dimetylformamid

E elicia, vymytie analytu z kolonky

EDC 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid
GO grafén-oxid

GO@sil aminosilikagél funkcionalizovany grafén-oxidom
HILIC chromatografia hydrofilnych interakcii
HPLC vysokoucinna kvapalinova chromatografia
IBU ibuprofen

INJ nanesenie vzorky na kolénku

MeOH metanol

MeP metylparaben

MET metoprolol

MF mobilna faza

NF normalna faza

NHasil aminosilikagél

NHS N-hydroxysukcinimid

PrP propylparaben

RF reverzna faza

rGO redukovany grafén-oxid

rGO@sil aminosilikagél funkcionalizovany redukovanym grafén-oxidom
SAX silné anexy

SCX silné katexy

SF staciondrna faza

SPE extrakcia na pevnej fazi

T™MS trimetylsilan

TRIS tris(hydroxymetyl)aminometan

UHPLC ultra-vysokoucinna kvapalinova chromatografia
uv ultrafialové oblast’ svetla
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VIS viditel'na oblast’ svetla

W premytie kolonky
WAX slabé anexy
WCX slabé katexy
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2 UVOD

Biologické vzorky predstavuji komplexnii matricu, ktord obsahuje velké
mnozstvo proteinov, lipidov, sacharidov ainych endogénnych latok. (1) Tieto latky
ovplyvilujii separacné a ionizacné vlastnosti analytov. Okrem toho koncentracia
analytov je v porovnani s koncentraciou interferujicich latok vel'mi nizka. (1) (2)
Z tohto dovodu je potrebnd vhodna uprava biologického materidlu.. (2) (3)

Najnovsie trendy v priprave vzoriek zahfnajuce miniaturizaciu, automatizaciu,
on-line prepojenie s analytickymi pristrojmi s cielom znizit'" spotrebu rozpustadiel
acCasu prace. (2) (4) Pouzivaju sa rozne techniky upravy vzoriek pred analyzou
pomocou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie, ako napr. precipitacia, extrakcia
kvapalina — kvapalina, extrakcia na tuhej faze ¢i r6zne mikroextrakéné techniky. (1) (4)

Extrakcia na tuhej faze (SPE) je analytickd metdda, ktorej zakladnym principom
je prechod kvapalnej vzorky cez kolonku naplnenu sorbentom, ktory na seba viaze
analyty, zatial' Co balastné latky su vymyté z kolonky. Adsorbované analyty su nasledne
zkolonky vymyté vhodnym rozpustadlom. (5) Jedna sa o efektivny ndstroj
na purifikdciu analytov zroéznych druhov matric a umoziujici prekoncentraciu
analytov. (5) (6) Medzi vyhody SPE patri selektivita, vysokd vytaZznost' a nizka
spotreba organickych rozpustadiel. (4) (5)

Vyber vhodného sorbentu pre SPE je zdkladnym predpokladom pre UspeSnu
extrakciu. NajcastejSie si vyuZivané sorbenty, napr. na baze modifikovaného silikagélu
(Cis, Cs) ¢i na baze polymérov. Nevyhodou tychto sorbentov je mala selektivita, ako aj
koextrakcia interferujucich latok. S cielom zlepSit’ i€innost’ extrakcie st vyvijane nové
materialy, medzi ktoré patria okrem inych polyméry s molekularnym odtlackom, i6nové
kvapaliny, imunosorbenty alebo materialy na baze uhlika. (7)

VyuZitie materidlov na baze uhlika ako sorbentu v analytickej chémii sa zacalo
objavom fullerénu (Cso) (1985), pokracovalo uhlikovymi nanorirkami (1991)
a grafénom (2004). (7)

Popularita grafénu ako sorbentu pre SPE neustdle narasta, vdaka svojim
unikdtnym vlastnostiam. (7) Tymito vlastnostami su velky Specificky povrch,
obojstrannad polyaromatickd kostra vytvarajuca delokalizovany systém m elektronov,

hydrofobny charakter a moznost’ chemickej modifikacie jeho povrchu. (5) (6) (8)
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Diplomové praca je zamerana na oblast’ vyvoja novych sorbentov pre SPE,
konkrétne sa jedna o sorbent (aminosilikagél) modifikovany grafénom. Su vybrané tri
modelové analyty (ibuprofen, propylparaben a metoprolol) pre Stadium vlastnosti
pripraven¢ho sorbentu. Vysledky vytaznosti extrakcii modelovych analytov na sorbente
modifikovanom grafénom budi porovnané s referencnym komeréne dostupnym

materidlom (aminosilikagél, Ci1s modifikovany silikagél).
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Chromatografia a vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Termin chromatografia oznacuje skupinu niekol’kych technik, ktoré umoznuju
separaciu roznych zloziek zmesi. (9) Tieto metddy nachddzaju pocetné uplatnenie ako
v r6znych oblastiach vedy, tak aj v priemyselnej oblasti. (10).

Spravidla, vo vsetkych typoch chromatografie je vzorka analyzovanej latky
rozpustend v mobilnej faze (MF), ktora je pohéanané cez stacionarnu fazu (SF). SF a MF
st navzajom nemiesitelné. Podmienky st zvolené tak, aby sa jednotlivé zlozky zmesi
distribuovali medzi MF a SF vrdéznej miere. (10) Zlozky zmesi, ktoré s silno
zadrZziavané SF sa pohybuju len vel'mi pomaly s tokom MF. Naopak, slabo zadrziavané
zlozky SF sa pohybuju rychlo. Z dovodu rozdielnej miery interakcii medzi SF a MF,
ktord je dana Struktirou latky, a teda roznymi fyzikdlno-chemickymi vlastnostami sa
jednotlivé zlozky vzorky rozdelia do diskrétnych pasiem alebo zo6n, ktoré mozno
analyzovat’ kvalitativne aj kvantitativne. (9)

Na zaklade charakteru skupenstva MF rozliSujeme plynovia a kvapalinovi
chromatografiu. (10) Su zndme aj iné typy, napr. superkritickd kvapalinova
chromatografiu (MF je superkritickd kvapalina, t.j. zli¢enina vyskytujica sa v stave
nad jej kritickym tlakom a kritickou teplotou, vtomto stave ma hustotu blizku
kvapalindm a viskozitu podobnu plynom) ¢i elektrochromatografia. (9) (11)

Vysokoucinna kvapalinova chromatografia (HPLC) patri
medzi najpouzivanejSie metddy separacie. (4) HPLC ma tieto vyhody: univerzalnost’,
kombinacia vykonnej separdcie s citlivou meracou schopnostou (moZnost vyberu
detektoru podla fyzikalno-chemickych vlastnosti a mnozstva analytu), presnost
stanovenia, rychlost’ analyzy a automatizacia analyzy. (4) (9) (12)

V HPLC je vzorka v kvapalnom skupenstve o malom objeme nastrekovana
do pradu MF. Ako MF pruadi, zloZky vzorky su separované a detegované réznymi typmi
detektorov (Obr. 1). (9) Pre detekciu su vyuzivané tieto vlastnosti analytu: UV-VIS
absorpcia, fluorescencia, hmotnostna detekcia, atd. Ulohou detektora je prevadzat
fyzikédlne alebo chemické vlastnosti analytu alebo MF na elektricky signal, ktory je
priamo Umerny koncentrdcii analytov v MF. Elektricky signdl sa dalej prevadza
na graficky vystup, chromatogram. (10) Oddelené zlozky zmesi eluované v roznych

Casoch (reten¢né cCasy, tr) sa na chromatograme zobrazuji ako piky.
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V pripade, Ze analyty neinteraguju so SF, nie st na kolone zadrzované asu eluované
v mftvom objeme (Case). (4) (10)

HPLC je metdda, ktora slizi na kvalitativnu aj kvantitativnu analyzu. Retencné
Casy su za danych podmienok Specifické pre urcité latky, a tak sluzia k identifikacii
latok. Plochy pikov st funkciou koncentracie stanovovanych latok, atak sluzia

ku kvantifikacii latok. (4) (11)

Sample Mobile phase

\-#., '

3 .

A+B

Packed
column

PO [ S— *—— A| o—— B| o1 — Detector

(a)

Detector
signal

.
g

Time
(b)

Obr. 1 Schematické znazornenie separacného procesu v chromatografii, v case ty je
vzorka zmesi latok A a B nastrekovana na kolonu, v casoch t; a t2 dochadza k separacii
latok, v case t; je latka A vymyta z kolony ako prva kvoli slabsim interakciam so SF
(na chromatograme ako pik A), v ¢ase t4 je vvmyta z kolony latka B ako druha v poradi
kvoli silnejsim interakciam so SF (na chromatograme ako pik B) (prevzaté z (9))

15



3.1.1 Typy separaénych mechanizmov

Separa¢ny proces v HPLC je =zalozeny na rovnovahe medzi molekulami
pritomnymi v MF a molekulami zadrzanymi SF. (10) Dochadza k niekol’konasobnému
ustalovaniu dynamickej rovnovahy medzi zotrvanim latky v SF a v MF. Rozdelenie
jednotlivych latok zo vzorky zmesi medzi dve nemiesite'né fazy popisuje bezrozmerna

veli¢ina, rozdel'ovaci koeficient K:
As
Am

kde Kje rozdelovaci koeficient, Asje koncentracia latky v SF, Am je

koncentracia latky v MF. (13)

Typy chromatografie v HPLC su casto klasifikované podla separacného
mechanizmu. Rozlisujeme: (9)

1.) Rozdelovacia chromatografia — je zaloZzena na rozdielnej rozpustnosti
separovanych latok v dvoch kvapalindch. Prvou kvapalinou je MF
a druhd kvapalina je imobilizovana na SF, napr. voda na povrchu oxidu
kremicitého. (9) (10)

2.) Adsorpéna chromatografia — vyuziva sa schopnost’ analytu adsorpcie
na povrch SF. (10)

3.) I6novo-vymenna chromatografia — vyuziva coulombické pritahovanie
opacnych nabojov. SF ma na svojom povrchu chemické skupiny nesuce
naboj, v MF su pritomné opacne nabité i6ny a elektrostatickymi silami
st pritahované k SF. Separované latky st eluované vytesnenim alebo
zmenou naboja vhodnym eluénym ¢inidlom. (9) (10)

4.) Vylucovacia chromatografia podla velkosti — oddel'ovanie zloziek
zmesi prebieha na zdklade ich molekulovej velkosti v roztoku, vicsie
molekuly st eluované ako prvé. Okrem separacie jednotlivych zloziek sa
technika pouZiva na zistenie charakteristik distribucie molekulovych

hmotnosti polymérov. (9)

Dalsimi typmi su napr. afinitnd chromatografia alebo chiralna chromatografia.

9)
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3.1.2 Separa¢né médy v HPLC

Podl'a charakteru SF aMF su rozliSované zékladné separacné mody.
Medzi najcastejSie separacné metody patri separacia na reverznej faze, chromatografia
na normalnej faze, ibnovo-vymennd chromatografia. Existuju aj d’alSie separacné mody
ako chromatografia hydrofilnych interakcii, i6novo-parova chromatografia, chirdlna

chromatografia, a iné. (10)

Reverzna faza (RF)

Separicia na RF je najbeznejSim typom chromatografie pouzivanej v praxi. (10)
(12) Tato metdda je vhodna pre separaciu nepolarnych az nizko polarnych latok.
Separacia prebiecha na zaklade rozdielnej hydrofobickej interakcie (najma
van der Waalsove sily) s povrchom SF. (12) Ako SF sa mdze vyuzivat, napr. silikagél
s povrchom modifikovanym hydrofobnymi funkénymi skupinami, najcastejSie Cis, Cs,
fenyl alebo polymérne materidly. (4) MF tvori zmes vodnej zlozky a organickej zlozky.
Najcastejsie je vodna zlozka tvorend tlmivym roztokom, ¢o umoziuje vhodnt upravu
pH, pripadne i6novej sily MF. Organickd zlozka je tvorend vhodnym mieSatelnym
polarnym organickym rozpustadlom, najcastejSie je vyuzivany metanol alebo
acetonitril, zvySuje elu¢nu silu MF. (4) (14)

Pri separadciach na RF plati, Ze retencia na koldne stipa so znizujlicou sa
polaritou analytu a naopak (viac polarne analytu st z kolony rychlejSie vymyté). (10)
(11)

I6novo-parova chromatografia je ur€itym typom separacie na RF, vyuZiva sa
pre analyty typu slabych kyselin a z4sad. (4) Podstatou je cielend ionizacia analyzovanej
latky upravenym pH MF. Zaroven sa v MF nachadza i6novo parové Cinidlo, teda latka
s opatnym nabojom ako ionizovany analyt. (10) Pouziva sa sulfénova alebo
perfluéroctovd kyselina v pripade separdcie zasad alebo kvartérne aminy,
napr. tetrametyl-, tetrabutylamoénium fosfat v pripade separacie kyselin. (3) Vysledkom
je vznik i6novo neutrdlneho paru, ktory je mozné oddelit’ na zaklade hydrofébnych

interakcii so SF. (10)

Normalna faza (NF)

NajstarSim typom je separacia na NF. Vyuziva polarnu SF a nepolarnu

(nevodni) MF na separaciu polarnych zlucenin. Separdcia prebieha na zéklade

17



polarnych interakcii (vodikové mostiky, interakcia dipdl — dipol). (4) Najbeznejsou SF
je Cisty silikagél, po pripade s modifikovanym povrchom, napr. kyanopropyl-oxid
kremicity, hydridovy oxid kremicity. MF pozostava zo zmesi nepolarneho rozpustadla
a mierne polarnejSieho rozpustadla (,,modifikator) na zvySenie elucnej sily. (11) Ako
nepolarne rozpustadlo sa vo velkej miere vyuziva hexan, avSak kvoli obavam z toxicity
ho postupne nahrddza izoheptan, n-heptan a cyklohexan. Vhodnymi modifikdtormi st
chloroform, etylacetat ¢i dichlormetan. (14)

Pri chromatografii na NF sa nepolarne zliceniny eluuju ako prvé a najviac
polarne zluceniny ako posledné. (10) Jej uplatnenie v biomedicinskych oboroch je

menej Casté. (4)

Chromatografia  hydrofilnych interakcii (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography, HILIC)

HILIC je alternativnym separatnym moddom k separacii na NF. (15)
Pri chromatografii na NF je MF tvorend nepolarnymi organickymi rozpustadlami. (4)
Vysoko polarne analyty st silno zadrziavané na SF a nemusia byt eluované z kolony.
(10)

Pridanie ur¢it¢ého mnozstva vodnej zlozky (5-40% tlmivého vodného roztoku)
do organickej zlozky MF (zvycCajne acetonitrilu) umoznuje separovat’ a eluovat’ vysoko
polarne zluceniny, ktoré su silno zadrziavané v rezime NF (alebo slabo zadrziavané
v rezime RF). Existuje predpoklad, Ze pri tychto podmienkach sa vytvori tenka vrstva
vody na SF, do ktorej prechddzaji difuziou analyty rozpustené v MF. (15) Analyty st
eluované v poradi rastiicej hydrofility. (10) SF tvori nemodifikovany silikagél alebo
modifikovany polarnou funkénou skupinou (napr. amino-, diol-, kyanoskupinou). (15)

HILIC umoZiiuje separovat’ zluceniny s podobnymi vlastnostami a je vhodna

na analyzu hydrofilnych zluc¢enin ako st cukry, aminokyseliny, nukleotidy. (15)

3.1.3 Pristrojové vybavenie

HPLC vyuziva vysoky tlak (400 bar) na pretlacenie MF spolu s rozpustenym
roztokom analytu cez kolonu naplnent casticami s mikronovymi velkostami, ktoré
tvoria SF. (16) Konstrukcia HPLC pristrojov sa liSi od jedného vyrobcu k druhému,
ktoré sa liSia vzhl'adom, ale ¢o sa tyka zdkladnych funkénych parametrov dosahuji

priblizne rovnaké hodnoty. Vynimku tvoria pristroje pre ultra-vysoka ucinna
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kvapalinovi chromatografiu (UHPLC), ktoré st prispdsobené praci pri vysokych
tlakoch (1000-1300 bar). (3) UHPLC technika vyuziva mensie Castice (<2 um) a vyssie
tlaky na dosiahnutie vyssSej citlivosti, rozliSenia a zrychlenia analyzy. (16)

Zékladné komponenty kvapalinového chromatografu st (Obr. 2) su:
1.) zasobniky MF; 2.) ¢erpadlo (pumpa); 3.) injektor (davkovac vzorky); 4.) kolona
umiestnend v termostatovanom kolénovom priestore; 5.) detektor; 6.) kontrolna
jednotka pripojena k pocitacu, na ktorom je nainStalovany vhodny chromatograficky
software, ktory umoznuje riadenie analyzy a vyhodnocovanie ziskanych dat. (9)
K zdkladnym komponentom moézu byt pridané aj doplnkové sucasti v zavislosti
od ucelu HPLC, napr. chladiaci systém pre autosampler, prepinanie kolony pre spétny

tok alebo usporiadanie kolénového priestoru pre pouzitie viacerych kolén, atd’. (10)

(13)

davkovac vzorku

vysokotlake mikrostrikacka, autosampler

cerpadlo

smésovac

vyhodnocovaci systém

datova stanice, PC
A I B

zascbniky mobilnich fazi . detektor
vodna (A) a organicka (B) slozka MF

chromatograficka kolona

Obr. 2 Zakladny popis pristrojového vybavenia HPLC (prevzaté z (13))

1. Zésobniky MF

Zasobnikom MF je Cistd inertnd nadoba zo skla pre analyzu malych molekul
alebo plastu (polytetrafluoretylén, polyproyplén, atd’.) pre analyzu RNA a proteinov,
opatrena uzaverom. Uzaver chrani MF pred prachom, znizuje odparovanie rozpustadla
a poskytuje port pre teflonové hadicky, ktorymi je MF Cerpané do systému. (16) Koniec
privodnych hadi¢iek je umiestneny filter zvy€ajne z nehrdzavejicej ocele s vel'kostou

poérov do 10 um, ktory sliiZi na odstranenie mechanickych castic. (10)
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Pre HPLC analyzu uskuto¢iiovantl v izokratickych podmienkach sa vyuziva
jedno rozpustadlo alebo vopred zmieSand zmes rozpustadiel, na ¢o je potrebny len
jeden zasobnik. V pripade gradientovej separacie (alebo izokratickej s pouzitim zmesi
rozpustadiel) sa zmes rozpustadiel vytvara pomocou Cerpadiel. V tomto pripade su
potrebné dva alebo viaceré zasobniky MF, ktoré sa zmieSavaji Cerpacim systémom

v roznych pomeroch. (4) (10)

2. Degasser (odplynenie MF)

Plyny rozpustené v MF stazuju kontinudlny prietok MF, skresl'uju retencny cas,
sposobuju kolisanie zékladnej linie a obvykle zvySuji aj Sum signalu detektoru.
Z tychto dovodov je potrebné odplynenie MF. (4) Odplynenie sa mdze uskutocnit
dvomi postupmi, ato pred samotnou analyzou alebo v priebehu analyzy (in-line,
degasser). Predbezné odplynenie sa vykondva prebublanim rozpustadiel inertnym
plynom (dusik, hélium) alebo pomocou ultrazvuku. (16)

Druhym typom odplynenia je in-line odplynovac, tzv. degasser, ktory byva
zabudovany do modernych HPLC systémov. (4) Principom tohto zariadenia je prechod
MF cez systém trubiciek umiestnenymi vo vakuovej komore. Steny trubiciek st tvorené
membranami a maju selektivau priepustnost’ pre plyny. Pri prechode MF, plyny

prechadzaju cez péry membrany vplyvom vékua, atak dochddza kich odstraneniu

z MF. (4) (16)

3. Vysokotlakové ¢erpadlo (pumpa)

Ucelom pumpy je dodavat’ presny, reprodukovatelny, konstantny a bezpulzny
tok MF do kolony. (10) VéacSina analytickych aplikédcii vyuziva tlak v rozmedzi
150-200 bar, avSak pumpy st konStruované tak, aby pracovali do tlaku 400 bar. (4)

Mnoho separacii sa moZze uskutocnit’ izokraticky, avSak pre zloZitejSie separacie
je potrebna gradientova elucia, ta sa uskutociiuje zmenou pomeru rozpustadiel riadenu
pocitacom v priebehu separacie. (11) Na vytvorenie gradientového toku sa pouzivaju tri
hlavné pristupy: 1.) kontrolované mnozstvd jednotlivych rozpustadiel sa odmeraji
do zmieSavacej komory eSte pred dosiahnutim vysokotlakového cerpadla; 2.) proporény
ventil, ktory je riadeny mikroprocesorom, reguluje mnoZstvo az Styroch rozpustadiel a
zmes prechadza do vysokotlakového cerpadla; a 3.) viaceré vysokotlakové Cerpadla,

ktoré su riadené programovacim zariadenim dodavaju jednotlivé rozpustadla, a tie su

20



spolu zmiesané vo vysokotlakovej zmieSavacej komore za cerpadlom. Pristupy 1.) a 2.)

st zname ako nizkotlakové mieSanie a pristup 3.) je vysokotlakové mieSanie. (10)

4. Nastrek vzorku (injektor)

Ulohou injektora je nastrek maly, presne odmerany  objem
(1-100 pl) roztoku vzorku do MF. Nastrek sa musi vykonavat reprodukovatelne
a presne. (16)

Vzorka moéze byt nastrekovana do systému bud’ manudlne alebo pomocou
automatického déavkovaca, autosampleru. V autosampleri su vzorky umiestnené
vo vialkach (1,5-2 ml) opatrenych vieCkom so septom. Vialky sa nachadzaju na presne
oznacenych poziciach v zasobniku, ¢o umoziuje jednoduché ovlddanie davkovania
pomocou chromatografického softwaru. (4) Prave automatické déavkovanie je
preferované, pretoze umoziuje prevadzanie sériovych analyz bez pritomnosti operatora.
(9) Zakladnym prvkom automatickych davkovacoch je davkovacia slucka so Sest’
cestnym otocnym ventilom s davkovacou sluc¢kou s definovanym objemom. V plniace;j
faze je ihlou nasavana vzorka z vialky do davkovacej slucky, zdrovenn MF pretekd mimo
tuto slucku. Po otoceni ventilu do nastrekovej pozicie MF preteka sluckou a vzorka je
undSanad pradom MF na kolonu. Medzi néstrekmi jednotlivych vzoriek je potrebné
premytie nasavacej ihly aj slucky vhodnym rozpastadlom, tak aby bolo zamedzena
kontaminécia vzorky predoslou vzorkou. (4) (16)

Vdaka autosampleru umozinuji moderné HPLC systémy analyzu velkého
mnozstva vzoriek (napr. 100), ¢o spdsobuje, ze vzorky na poslednych poziciach
ostavaju v zdsobniku vzoriek pomerne dlhy ¢as. Autosamplery disponujii schopnost'ou
chladenia, co zvySuje stabilitu vzorky v Case azniZzuje odparovanie prchavych

rozpustadiel z vialiek s prepichnutym septom. (10)

5. Kolona
Kolona je cast HPLC uloZend v termostatovanom koléonovom priestore, kde
dochadza k separacii. HPLC kolény st vyrobené hlavne z nerezovych rurok z dévodu
vysokych tlakov v priebehu HPLC analyzy. NajcastejSie rozmery analytickych kolon,
ktoré su komeréne dodavané: 50-300 mm dizka, 2-5 mm vnuatorny priemer. (16)
Niektoré analyzy vyuzivaju kapilarne kolony s priemerom do 100 pm. (4)
HPLC pristroje su vybavené kolonovym priestorom, ktory je mozné temperovat’.

Dochadza k regulacii teploty kolénového priestoru od okolitej teploty po 150 °C. (16)
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Kolisanie teploty moze mat’ vplyv na retencné Casy a selektivitu analyzy. Plati, ze narast
0 1°C vedie k znizeniu reten¢ného ¢asu o 2 % pri analyze v reverznej fazy. (4)

V niektorych pripadoch, napr. analyza biologického vzoriek sa vyuziva aj kratSia
koléna s dizkou 10-20 mm, predkoléna, ktora sa nachadza pred samotnou kolénou. Jej
ulohou je chranit’ vlastna koldnu, pretoze zachytava silno zadrziavané latky a necistoty,
predlzuje zivotnost’ kolony. (4) (11)

Podrobny popis kolon a materialov pre SF uvedené v Casti 3.1.5 préce.

6. Detektor
MF spolu s analytmi putuje z kolony po separacii do detektoru, kde prebieha
vlastna detekcia analyzovanych latok. (9)

Podrobny popis najcastejSie vyuzivanych detektorov uvedeny v casti 3.1.6 prace.

7. Kontrolna jednotka

Kontrolnd jednotka ovlada ostatné komponenty HPLC a sucasne je pripojena
na pocita¢, na ktorom je nainStalovany chromatograficky software. (10) Existuju rézne
druhy softwarov, avSak vo vSeobecnosti umoziuju ovladanie analyzy a kontrolu HPLC

systému a vyhodnotenie chromatogramov (kvalita, kvantita). (9) (16)

3.1.4 Mobilna faza HPLC

MF je potrebné pred naliatim do zasobnikov prefiltrovat’. Filtracia je nutna
najma v pripade, ked’ vodna zloZka obsahuje soli tlmivych roztokov (hlavne fosfatov),
pretoze hrozi riziko vzniku nerozpustnych kristdlov. VyuZziva sa vakuové filtracné
zariadenie s nylonovymi filtrami s velkostou porov 0,45 pm. (4) (9)

Podl'a zlozenia MF je rozliSovana izokraticka a gradientové analyza. V pripade
izokratického modu je zloZenie MF konStantné pocas celej analyzy. Pocas gradientovej
analyzy sa zloZenie MF meni s ¢asom, tak aby dochadzalo k zvySovaniu eluc¢nej sily
(navySenie podielu menej polarneho rozpustadla a zniZenie podielu polarneho
rozpustadla — vody). Pouziva sa ked’ sa oCakdvaji velké rozdiely v retencnom case
zlicenin v zmesi, a teda dochadza k skrateniu analyzy. (9)

Zlozenie MF podla typu separacného modu je popisané v Casti 3.1.2 prace.

22



3.1.5 Stacionarna faza — HPLC kolony

Zékladnou sucastou HPLC je analytickd kolona zabezpecCujuica kontakt
medzi SF a MF. (12)

Koldna je naplnena sorbentom, pricom nepohyblivi SF méze vytvarat’ priamo
povrch sorbentu alebo je tento povrch modifikovany. Standardna velkost &astic
sorbentu sa pohybuje v rozmedzi 3,5-5 um (existuju aj mensie), rovhomernost’ Castic je
dolezitym prvkom pre kvalitni analyzu, a teda zarucuje efektivitu a opakovatelnost’
analyzy. (12) (17)

Na zaklade charakteru sorbentu rozliSujeme dva typy kolon:

o Casticové (napliiové) kolonky — SF je tvorena pevnymi Casticami
gulovitého tvaru pokrytymi mnozstvom porov. Pory na casticiach
zabezpecuju pomerne velky povrch, na ktorom dochadza k separacii.
Plati, ze ¢im su mensSie Castice, tym je povrchova plocha SF vicsia, a tym
je separacia efektivnejSia. Na druhej strane, mensSie Castice zapric¢inuju
vyssiu odporovu silu voci toku MF. (4)

e Monolitické kolonky — SF je vyrobena zjedného kusu monolitu,
ktory obsahuje typy porov, makropdéry s velkostou priemeru 2 pm
vytvaraju siet’ kanalikov naprie¢ monolitom, o zabezpecuje transport
MF amesospory s priemerom 10 nm vytvarajice dostato¢ne velky
povrch pre vlastni separaciu. Nachadzaju vyuzitie pri separacii

enantiomérov a komplexnych biologickych vzoriek. (4)

Materialy pre vyrobu SF
Silikagél

Silikagél je latka amorfnej Struktiry so zlozenim SiO2 x H20, patri
medzi najCastejSie vyuzivané materidly pre vyrobu sorbentu. (4) Povrch silikagélu je
pokryty reaktivnymi silanolovymi skupinami Si-OH, ktoré mézu posobit’ ako aktivna
faza alebo sa CastejSie vyuzivaju na derivatizaciu (vid’ nizsie). (10)

Vynikd najmid svojimi mechanickymi vlastnostami a taktiez stabilitou
v pritomnosti organickych rozpastadiel. (4) Na druhej strane, nevyhodou je jeho nizka
stabilita pri teplotdich nad 60°C a priSirSom rozmedzi pH. Silikagél je odolny
vo¢i pdsobeniu kyselin a zdsad v rozsahu pH medzi 2 a 8. Z tychto dovodov boli

vyvinuté hybridné typy silikagélu, a to modifikaciou silanolovych skupin. (4) (10)
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Nemodifikovany silikagél sa vyuziva ako SF pri separaciach na NF, ako polarny

sorbent slabo kyslych vlastnosti. Silne zadrziava latky zasaditej povahy. (12)

Modifikovany silikagél

Silanolové skupiny Si-OH na povrchu silikagélu mézu byt upravované roznymi
derivatizacnymi reakciami. Tieto reakcie sa vykondvaji prostrednictvom rdznych
¢inidiel v zavislosti od pozadovaného charakteru novo vzniknutej SF. (10)

Dochadza k ndhrade Si-OH skupin najcastejSie nepolarnou alebo menej casto
polarnou skupinou. V zavislosti od charakteru naviazanej skupiny sa vysledna SF
oznacuju skratkami, napr. v pripade modifikaciou poladrnou skupinou: oktylovou — Cs,
oktadedecylovou — Cis, fenylovou — Phe (vyuzivaju sa v separaénom mode RF); alebo
modifikaciou  nepolarnou skupinou: kyano — CN, amino — NH: (vyuZivaji sa

v separacnom mode NF). (9) (12)

Pokrytie povrehu polymérom
{(enkapsulicia silikagélu)
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TR <! }g\k
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Obr. 3 Rozne moznosti priestorovej ochrany povrchu silikagélu (prevzaté z (12))
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Po naviazani pozadovanej skupiny na povrch sillikagélu ostaiva az 50 %
nezreagovanych Si-OH funkénych skupin. (10) Pri¢inou je sterické branenie uz
naviazanych objemnych skupin, ktoré zabranuji modifikacii pril'ahlych Si-OH skupin.
(4) Ked’ze ostavajuce Si-OH skupiny nemusia byt ziadtce, bolo vytvorenych niekol’ko
postupov na blokovanie tychto skupin, reakcia je oznacovana ako end-capping (Obr. 3).
(10) Jedné sa o chemicku reakciu, pri ktorej reaguju volné Si-OH skupiny s malymi
silanmi, napr. trimetylchlfsilan (TMS), dimetylchlorsilan. Tato reakcia znizuje pocet

vol'nych silanolovych skupin o 20-30%. (4)

Dal§imi materidlmi pre vyrobu sorbentov v SF mézu byt polyméry, oxidy kovov

(ZrO2, AL;O3, TiO2) nebo SF zalozené na grafitizovanom uhliku.

3.1.6 Detektory

Detektor je zariadenie nachadzajice sa za kolonovym priestorom a deteguje MF
spolu s eluovanymi analytmi. Detekcia ja zaloZzena na rozdielnych fyzikdlnych a
chemickych vlastnostiach analyzovanych latok a MF. (10) Zmeny tychto vlastnosti
detektor prevadza na elektricky signal, ten moze byt zosilneny a poskytuje udaje
o koncentracii, po pripade o identifikacii analytu. (16)
Idealny detektor by mal spiiiat’ viacero poziadaviek, ako je:
e vysoka citlivost,
e reprodukovatelnost’,
e robustnost’,
e univerzalnost’,
e rychla odozva,
e Siroky dynamicky linearny rozsah,
e poskytnut kvalitativne informacie o analytoch. (4)
V tejto podkapitole budlii popisané dva najbeznejSie detektory vyuZzivajuce sa
v praxi. UV-VIS detektor bol pouzivany v ramci experimentalnej Casti tejto diplomovej

prace.

Spektrofotometricky detektor, UV-VIS

Vdaka svojej relativnej univerzalnosti, spol’ahlivosti, jednoduchosti pouzitia

amoznosti gradientovej analyzy je UV-VIS detektor najrozSirenejSim a najCastejSie
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rutinne pouzivanym detektorom v HPLC analyze. (13) Vyuziva schopnost’ latok
absorbovat’ Ziarenie v ultrafialovej oblasti (UV, vlnova dizka 190-400 nm) a
vo viditeI'nej oblasti svetla (VIS, vinova dizka 400-800 nm). (12) UV-VIS detektory st
lahko aplikovatel'né v kvantitativnej analyze, ktora je zalozena na Lambert-Beerovom

zékone, pretoze odozva detektoru je priamo umerna koncentracii analytu a dizke cely.

kde 4 je absorbancia, € predstavuje molarny absorpcny koefiecient, / je hribka

absorbujucej vrstvy [cm], ¢ je koncentracia analytu [mol/I] (4)

Selektivita detektoru je dand schopnostou latok absorbovat svetlo v UV-VIS
oblasti, tzn. latkam obsahujucim chromofor. Pri latkach neobsahujicich chromofor je
moznd derivatizacia, teda chemickd konverzia analytu na derivdt s vhodnymi
spektralnymi vlastnostami. (12)

Ako zdroj ziarenia sa v UV oblasti vyuziva deuteriovd lampa, vo VIS
volframova. RozliSujeme viacero typov usporiadania detektorov:

e Detektor s nemennou vlnovou dizkou — ako zdroj Ziarenia vyuZziva
ortutova vybojku, meria vo vinovej dizke 253,7 nm. (4)

e Detektor s premennou vinovou dizkou — najéastejsi typ, umoziiuje vyber
vlnovej dizky monochrométorom, nastavuje sa na taki vinova dizku, kde
dochéadza k maximalnej absorpcii svetla analytom.. (4) (10)

e Detektor s fotodiddovym pol'om (diode-array detector, DAD) — Ziarenie
dopada na diddové pole, kazda fotodidda je nastavend na ur€itdi vinova
dizku v pouZitom rozsahu, zaznamenava tak celé absorpéné spektrum
latky. Umoznuje identifikdciu latky (porovnava sa spektrogram

s kniznicou spektier) a hodnoti ¢istotu piku. (4)

Hmotnostny detektor

Jedna sa o analyticku techniku, kedy dochadza k ionizacii latky a nasledne
k rozdeleniu podl’a hmotnosti a ndboja (m/z), vysledkom je hmotnostné spektrum. (12)

Umoziuje tak separaciu aj identifikaciu analytov v jednom kroku. (16)
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Prvym krokom detekcie je ionizacia molekul analytu. Vyuzivaju sa tri metddy
ionizacie: 1.) ionizacia elektrosprejom; 2.) chemickd ionizacia za atmosférického tlaku
3.) fotoionizacia za atmosférického tlaku. (16) Potom st i6ny privadzané
do analyzéatoru, kde prebicha ich separiacia podla m/z v magnetickom alebo
vysokofrekven¢nom poli. Bezne vyuzivané analyzatory st kvadrupoly (jednoduchy — Q
alebo trojity — QqQ), i6nové pasce a analyzatory doby letu. (4) Poslednym krokom je
vlastna detekcia i6nov. (16)

Je to vysoko citliva, selektivna metdoda vyuzivana na kvantitativhu aj
kvalitativnu analyzu. Siroké uplatnenie nachadza pri analyze lie¢iv a ich metabolitov

v biologickom materidlu, kde poskytuje detailné¢ informadcie o Strukture. (4)

Medzi dalSie typy detektorov patria napr. fluorimetricky, refraktrometricky,

elektrochemicky, radiometricky detektor, detektor rozptylu svetla alebo nabitych Castic.
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3.2 Extrakcia na tuhej faze, SPE

SPE je technika sluziaca predovsetkym na izolaciu analytu z kvapalnych
biologickych matric. (9) Vyuzitie nachddza ako v analyze lieCiv a metabolitov
v telesnych tekutinadch (plazma, moc, sliny), tak aj pri stanovovani rezidui pesticidov,
priemyselnych polutantov vo vzorkach vody a potravin. (12). (18)

Podstatou SPE metddy je selektivne naviazanie analytu zo vzorky na povrch
pevnej faze (sorbentu) na zaklade r6znych chemickych vlastnosti, napr. polarity, ndboja
alebo velkosti molekul. (19) Vyuziva sa rozdielna schopnost’ sorbentu zachytit' zlozky
roztoku na svojom povrchu, pricom dochadza k silnej adsorpcii analytu a slabej vizby
s ostatnymi zlozkami zmesi. (12)

Sorbent sa nachadza v extrakénej kolonke (vyrobenej zo skla alebo
polpropylénu) uzatvoreny medzi dvomi fritami. (19) Vo vécSine pripadov sa vyuzivaju
komeréné extrakéné kolonky na jedno pouzitie. (18)

Proces extrakcie na pevnej faze sa uskutociiuje v piatich krokoch znazornenych
na Obr. 4:

1. Vyber vhodnej SPE kolénky — volba sorbentu sa urCuje na zaklade
charakteru analytu, do tvahy sa berie pocet funkénych skupin, ich
polarita a acidobazické vlastnosti. Taktiez je nutné posudit’ mozné

interakcie medzi sorbentom a ostatnymi zloZkami matrice. (12) (18)

2. Kondicionacia (solvatacia, zmacanie sorbentu) — dochadza k aktivacii
funkénych skupin na modifikovanych silikagéloch, tak aby bol povrch
schopny interakcie s analytom. Usporiadanie Struktury pred aktivéaciou je
nepravidelné a mnohé Struktiry s pevne spojené ako ,.klbka viny*“. To
sposobi, Ze vel'a funkénych skupin je skrytych, a tak nemo6Zzu nadviazat’
dobry kontakt sanalytom, tym nemdze dojst kretencii. Preto
po aktivacii sa usporiadanie Struktdr zmeni na usporiadané a kontaktna
plocha s cielom sa zvac§si a analyt sa dobre udrzi. Vhodnym
rozpuStadlom na zmacanie sorbentu je metanol, pricom sorbent nesmie
vyschnut” pred nanesenim vzorku. (12) Nasledne je nutné organické
rozpustadlo vymyt’ vodou alebo vodnym tlmivym roztokom z koldnky,
pretoze rozpustadlo moze interagovat’ s povrchom SF, a tym by mohli

byt oslabené vazby medzi analytom a sorbentom. (18) (19)

28



B =matrice

) - necistoty
m) = analyt

Nanesenie vzorku — aplikicia vzorky na extrakéni kolonku prebieha
pri kontrolovanych experimentalnych podmienkach. Prietok vzorky je
zabezpeceny bud podtlakom (vyuziva sa Specialne zariadenie
,manifold,” vid’ Obr. 5), pretlakom (posobenim piestu) alebo odstredivou
silou (odstredivkou). V idedlnom pripade sa analyt zachytava

na sorbent, ostatna matrica preteka do odpadu. (12) (19)

Premytie kolonky — vyuziva sa voda alebo tlmivy roztok, dochadza
k odstraneniu zvySnych zloziek matrice, zatial o analyt je stale
zadrziavany na kolonke. (18) Tento krok sluzi k zdbrane znecistenia
chromatografickych koldn a pristrojov, znizuje interferenciu necistot
s detekciou ciel'ovych analytov. Toto zniZenie interferencie sa nazyva aj

znizenie matricového efektu. (12)

Elucia — posledny krok SPE, kedy za pouzitia vhodného rozpustadla
dochadza k desorpcii analytu naviazaného na sorbente. Ziskava sa

extrakt, ktory je bud’ priamo analyzovany alebo d’alej upravovany. (12)

t}:;éok i f" ]v.irok 3. krok 4, krok 5. krok

vybér ondicionace nadavkovat i analyt

vhodné SPE kolonky vzorek Promst] vyt analyis
kolonky

® = rozpoustédio A f=]
% = rozpoustéd|o B

#® - rozpoustadio C ﬁ

o

] r' .3

Obr. 4 Postup extrakcie na pevnej faze (prevzaté z (20))
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Obr. 5 Manifold pripojeny k zdroju vikua,
umoznuje prevadzanie SPE viacerych vzoriek v
Jjednom case (prevzaté z (36))

Dalsou tpravou vzorky, pred samotnou HPLC analyzou, sa mysli odparovanie
vzorky pod pridom dusika snéslednou rekonstiticiou vhodnym rozpuastadlom,
najCastejSie MF. (19) Existuji dva dovody tejto upravy. Po prvé, roztok analytu je
rozdielny od pociatocnej MF. Pri priamom nastreknuti vzorky tak moze dojst’
k interakcii s rozpustadlom, Co sa prejavi na tvare piku. Z tohto dovodu je nutné
odparenie pod prudom dusika s naslednou rekonstiticiou MF. Druhou pri¢inou je
nedostatocnd citlivost detektora na nizku koncentrdciu analytu. Odparenim
a rekonstiticiou malym objemom rozpustadla alebo MF tak dojde k zakoncentrovaniu

analytu. (12) (18)

3.2.1 SPE teoria

SPE sa riadi principom kvapalinovej chromatografie, tzn. analogicky
rozliSujeme niekol’ko typov separacnych modov, ateda aj sorbentov. (20) Vyber
vhodného typu sorbentu je klI'ai€ovy pre spravnu upravu vzorku pred vlastnou analyzou,

zohl'adnuje sa polarita, vel'kost’ a tvar molekul, naboj analytu. (12)

Normalna faza (NF)

Pri separacii na NF plati, Ze pevna faza je polarnejSia ako faza kvapalna. (12)
Ako SF sa vyuzivaji polarne sorbenty, napr. nemodifikovany silikagél, polarne
funkcionalizované viazané kremiky ¢i florisil, alebo alumina. (19) Na retencii
medzi polarnymi funkénymi skupinami analytu a poldrnym povrchom sorbentu sa

zucCastiiujii  hydrofilné interakcie ako vodikové vézby, interakcie dipol — dipdl,
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n — 7 interakcie (Obr. 6). (21) Tieto vdzby su prerusené pouzitim eluéného cCinidla,

ktorého polarita je vyssia ako polarita matrice vzorky. (18) (20)

Analytes

A=

T
8 H

Sokent Functional Group

™,
|

Obr. 6 Hydrofilné vizby medzi polarnou
skupinou analytu a poldarnou funkcnou
skupinou sorbentu (prevzaté z (21))

Silikagél

Zakladom vsetkych sorbentov je polymérna siet’ oxidu kremicitého tvoreného
poréznymi, sférickymi Casticami. (18) Jedna sa o extrémne hydrofilny material, ktory je
nutny udrziavat v suchu apracovat sbezvodymi vzorkami. Vyuziva sa najmi

na Cistenie vzorky. (12)

Polarne modifikované silikagély (kyanopropyl-, amino-, diolskupinou)

Kratke alkylové retazce zakonené polarnou skupinou dodavaji tymto
kremikovym sorbentom hydrofilnejSie vlastnosti. (20) Vyuzivaji sa na adsorpciu
a eliciu zlucenin s podobnou Struktirou (izomérov), Cistenie vzoriek, mézu byt vyuZzité
aj pri podmienkach obratenej fazy, kedy sa vyuZzivaji hydrofobne vlastnosti kratkych
alkylov. (18)

Florisil
Kolonky naplnené kremicitanom magnézia sa zvyc€ajne pouzivaju na cistenie
vzoriek organickych extraktov pri environmentalnych postupoch. Jedna sa o vysoko

polarny material viaZuci polarne zli¢eniny z nepolarnych matric. (18)

Oxid hlinity (Alumina)
St dostupné materidly zoxidu hlinit¢ého srozdielnym pH, ato kyslé
(Alumina-A, pH 5), neutrdlne (Alumina-N, pH 6,5) a zasadit¢ (Alumina-B, pH 8,5).

PoZivaju sa ako na Cistenie, tak aj na adsorpciu vzoriek. (18)
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Reverzna faza (RF)

Separicie na obratenej faze zahiiiaji polarnu MF a nepolarnu SF. Predmetom
zaujmu je nepolarny analyt, ktory sa zadrziava na sorbente prostrednictvom
hydrofobnych vézieb, teda van der Waalsovych a disperznych sil (Obr. 7). V priebehu

elucie st tieto vizby nartisané nepolarnym rozpustadlom. (20)

< )
(o
2

Hydrophobic
Interactions

Sorbent Functional Group

Obr. 7 Hydrofobne vozby medzi
analytom a funkcnou skupinou
sorbentu(prevzate z (21))

Nepolarne modifikované silikagély (alkylovou skupinou - Cs, Cis,
fenylovou/arylovou skupinou)

Oktylové (Cg) aoktadecylové (Cig) alkylové retazce mdézu byt naviazané
na silikagélovom sorbente monomérne alebo polymérne. Polymérne viazané materialy
vedu k uplnejSiemu pokrytiu povrchu oxidu kremicitého, st odolnejsie voci extrémnym

hodnotam pH, a preto st vhodnou vol'bou pri environmentalnych analyzach. (18)

Modifikacia zakladného materidlu, silikagélu, prebieha chemickou reakciou
s alkyldimetylmonochlorsilanmi alebo alkylmetyldichlorsilanmi s vol'nymi
silanolovymi skupinami. Takymto spdsobom sa na povrch silikagélu viazu najcastejSie
oktadecylové alebo oktylové uhlovodikové retazce alebo retazce s mensim poctom
uhlikov (metyl, etyl), alebo iné funkcné skupiny (fenyl, cyklohexyl). (12) (18)

Modifikované silikagély sa podla chemicky naviazanej skupiny rozdel'uj
do viacerych skupin: polarne a nepoldrne sorbenty, id6no-vymenné kationické alebo

anionické ¢i kovalentne modifikovany silikagél (Tabulka 1). (12)
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Podobne ako pri HPLC modifikovanych silikagélovych sorbentov, tak aj pri SPE
sobentov sa moézu vol'né silanolové skupiny eliminovat’ pomocu trimetyl-, triizopropyl-,
triizobutylchlorsilanu. Dochadza k tzv. sekundarnej silanizacii (vzniknuté sorbenty sa
oznacuju ako endcapped silica), vd’aka ¢omu su tieto materialy stabilnejSie v kyslom

alebo mierne zasaditom prostredi (pH 2 —9). (9) (12)

Tabulka 1 Polarita a chemicka Struktura modifikovanych silikagélov (prevzaté z (12))

Oznacenie sorbentu | Funké¢na skupina | Silikagél s chemicky viazanou fazou
Nepolarne silikagély
C18 Oktadecyl =Si—-C,gH;;
C8 Oktyl =Si—CgH,
C2 Etyl =Si—C,H;
Cl1 Metyl =Si—CH;
CH Cyklohexyl =Si—-Cg¢H,,
PH Fenyl =Si—C¢H;
Polarne silikagély
CN Kyanopropyl =Si-CH,CH,CH,CN
20H Diol =Si—(CH,);OCH,(OH)CH,(OH)
Si Silikagél =Si—OH
Iénovymenné — kationické silikagély
SCX Benzén-sulfonylpropyl |=Si—-CH,CH,CH,-C¢H,-SO; H"
PRS Sulfonylpropyl =Si~CH,CH,CH,SO; H"
CBA Karboxymetyl =Si—CH,CH,COO'H"
Iénovymenné — anionické silikagély
SAX Trimetyl-aminopropyl |=Si—CH,CH,CH,N"(CH,);CI
PSA N -propyl-etyléndiamin |=Si—CH,CH,CH,NH, CH,CH,NH,CI
DEA Dietylamino-propyl  |=Si—~CH,CH,CH,NH"(CH,CH;),CI
NH, Aminopropyl =Si—CH,CH,CH,-NH,

Polyméry (kopolymér styrén a divinylbenzén, kopolymér etylvinylbenzén
a divinylbenzén, kopolymér akrylonitril a divinylbenzén)

Jednd sa o priestorovo zosietované polyméry pripravované heterogénnou
polymerizaciou v inertnom rozpusStadle. Polymérne adsorpéné média st pouzivané
na zadrZiavanie hydrofobnych zlicenin s hydrofilnymi funkénymi skupinami,
napr. aromatickych latok. Fenoly sa tazko zachytdvaji na Cis modifikovanom
silikagéle, kvoli vicsej rozpustnosti vo vode. (12) Tieto kopolyméry st stabilnou SF

v SirSom rozmedzi pH. V praxi sa vyuzivajl na zachytenie nepoldrnych az stredne
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polarnych cielovych analytov zo vzoriek potravin, Zivotného prostredia, ¢i

na zachytenie polutantov zo vzduchu. (18)

Uhlikové sorbenty

Jedna sa o skupinu nepolarnych sorbentov, ktorych matricu tvori najmé uhlik
(>90%), popol (<5%) a desatiny % vodik. Analytom su aromatické zluceniny, ktoré sa
na povrchu uhlika zachytavaju adsorpénymi disperznymi silami, vyznamné su najma
n — m interakcie. Medzi uhlikové sorbenty patria aktivne uhlie, molekulové

sitd, grafitizované sadze a poérovity uhlik. (12)

ENVI-Carb

Patri medzi uhlikové adsorpcné média, jedna sa o grafiticky, neporézny uhlik,
ktory je vysoko pritazlivy pre organické latky. Vyuziva sa s obl'ubou na extrakciu
polarnych (aromaty) analytov z vodnych vzoriek. Vyuziva sa v pripade nevhodnosti

vyuzitia kremikovych sorbentov. (18)

I6no-vvmené sorbenty (I6nomenice)

Slizia na extrakciu kladne ¢i zaporne nabitych ¢astic z vodného, ¢i organického
roztoku. (12) Priméarny reten¢ny mechanizmus spociva v elektrostatickej pritazlivosti

nabitej funk¢nej skupiny analytu a opa¢ne nabitého povrchu sorbentu (Obr. 8).
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Sorbent Functional Gro

Obr. 8 Elektrostatické vizby medzi nabitou
funkcnou skupinou sorbentu a opacne
nabitym analytom (prevzaté z (21))

Silu elektrostatickych sil, tzn. aj retenciu zli¢eniny na sorbente ovplyviiuje pH,
pri ktorom je ako extrahovana latka, tak aj SF ionizovana. (21) Na eluciu analytu sa

vyuziva roztok s takou hodnotou pH, ktora vedie k neutralizacii funk¢nej skupiny alebo
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SF. Neutralizaciou dochédza k naruSeniu elektrostatickych sil medzi funkénou skupinou
a SF, ¢o nasledne umozni vymytie extrahovanej latky. Alternativou neutralizaéného
elucného Cinidla je vysoko nabity roztok s rovnakym ndbojom aky ma funkcéna skupina
cielovej zluceniny, v tomto pripade dochadza k vytla¢eniu zaujmove;j latky. (18)

Medzi bezné aplikécie uplatnenia idbnomenicov patri stanovovanie zneuzivanych
latok a lieC¢iv v biologickych vzorkach, odstranenie mastnych kyselin zo vzoriek,
Cistenie po syntetickych reakciach, stanovenie herbicidov v pdde, ¢i organickych
kyselin z moc¢i. (9)

Pre extrakciu zésad (kladne nabitych funkénych skupin) sa vyuzivaji katexy
(z&porne nabité idnomenice) apre extrakciu kyslin (zaporne nabitych funkénych
skupin) anexy (kladne nabité iénomenice). (18) Uspesnost’ extrakcie zavisi na pH, sile
protiidonu a idnovej sile. Plati, Ze pri izolacii zdsad by malo byt pH nastavené aspoil
2 jednotky pod pKa analyzovanej molekuly. Pri kyslych analytov by malo byt pH
nastavené aspon 2 jednotky nad hodnotu pKa cielovej molekuly. Kinetika vymennych

procesov medzi analytom a SF je pri ionomenicoch pomalsia ako pri NF alebo RF. (21)

Anexy
Modifikovany silikagél s chemicky naviazanym kladne nabitym modifikatorom,
sluZia na separdciu anionov (karboxylové kyseliny, sulfonové kyseliny, fosfaty). (18)
VyuZzivaju sa:
e Silné anexy (Strong Anion-eXchanger, SAX) — silikagélovy sorbent
s naviazanou alifatickou kvartérnou aminoskupinou, ktora je disociovana
v celom rozsahu pH, avSak stabilita silikagélu je zarucend len
v rozmedzi 2-8. (18) PouZiva sa na izolaciu najmi slabych kyselin,
pri silnych kyselindch dochddza k vzniku silnej vdzby medzi anionom
analytu a amoniovym kationom SF, ¢o sa mdZe vyuZzit' na odstranenie
tychto silnych aniénov zo vzorky. (22)
e Slabé anexy (Weak Anion-eXchanger, WAX) — silikagélovy sorbent
s naviazanou aminopropylskupinou (taktiez sluzi ako NF), tento druh
sorbentu je ionizovany prostrednictvom zmeny pH. (18) Su vyuzivané

na izoléciu silnych aj slabych kyselin. (22)
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Katexy

Modifikovany silikagél s chemicky viazanym zaporne nabitym modifikatorom,

sluzia na separaciu kationov (primarne, sekundarne, terciarne, kvartérne aminy). (18)

Vyuzivaju sa:

Silné katexy (Strong Cation-eXchanger, SCX) — silikagélovy sorbent
s naviazanou sulfénovou, propylsulfonovou alebo benzénsulfonovou
kyselinou, ktoré st ionizované pri vSetkych pH. (18) Dochédza k silnym
katibnovym vymenam, si vyuzivané na extrakciu slabych aj silnych
zasad. (22)

Slabé katexy (Weak Cation-eXchanger, WCX) — silikagélovy sorbent
s naviazanou alifatickou karboxylovou alebo fosfénovou skupinou. (18)

Vhodné pre izoléciu silnych kyselin. (22)
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3.3 Grafén

Uhlik je vnimany ako vSestranny material, nielen preto, Ze je ma nizku hustotu,
ale aj preto, ze dokaze vytvorit’ rézne konfiguracie, co vedie k odlisSnym vlastnostiam
jeho alotrépnych modifikécii. (23) Medzi materidly na baze uhlika patria grafit (3D),
uhlikové nanorurky (CNT) (1D), fullerény (0D), grafén-oxid (2D) a grafén (2D). (24)

Grafén bol po prvy krat izolovany a charakterizovany v roku 2004 Andre
Geimom a Konstatinom Novoselovom, ktori za tento objav ziskali vroku 2010
Nobelovu cenu. (25) Struktiru grafénu si mozno predstavit’ ako tenky dvojrozmerny list
zlozeny z sp? hybridizovanych atémov uhlika usporiadanych do hexagén (podoba
s véelim plastom). (26) Disponuje pozoruhodnymi vlastnostami ako je vysoka
mechanické pevnost’ vychadzajica zo silnych plandrnych o vizieb, elektrickd vodivost’
vznikajlca z T vézieb, dobra tepelna vodivost,, schopnost’ vytvorit’ molekuldrnu bariéru
ainé. (8) (23) Jedna sa o transparentny material s 2,3% optickou absorpciou. VzhI'adom
na nulovi pasmovi medzeru medzi jednotlivymi listami je grafén polovodi¢, pretoze
rychlo sa stal nevyhnutnym materidlom v Sirokom rozsahu aplikacii, ako su
optoelektronické zariadenia, senzory, fotovoltaické clanky, displeje, zariadenia
na Cistenie vody atd’. (23)

Pouzitie Cistého grafénu je naro¢né kvoli zlozitej syntéze, zlej rozpustnosti
a aglomeracii v roztoku v dosledku van der Waalsovych interakcii. Alternativou je
syntéza zlucenin so zachovalymi vyhodnymi vlastnostami grafénu z grafitu alebo inych
zdrojov uhlika. (8) O tomto chemickom procese pripravy grafénu prvykrat informovali
Stankovich a ini (2006). Grafit bol oxidovany na GO a nasledne redukovany na rGO
pomocou hydrazinu (Obr. 9-10). Vyhodami pripravy grafénu z GO st celkova nizka
cena, lacny vychodiskovy materidl z grafitu, masivna Skéalovatel'nost, vel'ké adsorpéné
miesta a schopnost’ ziskat’ grafén s mikrometrovou velkost'ou. (24)

GO je chemicky modifikovany grafén, ma podobnu hexagonalnu Strukturu
uhlika ako grafén, ale obsahuje kyslikat¢ funkéné skupiny, napr. hydroxylové,
alkoxylové, karbonylové, karboxylové, a iné. (5) (27) Tieto funkéné skupiny zvySuji
rozpustnost a umoznuji funkcionalizaciu povrchu. V snahe minimalizovat pocet
kyslikatych funkénych skupin a dosiahnut’ vlastnosti priblizujuce sa k vlastnostiam

povodného grafénu boli vyvinuté viaceré metody redukcie GO na rGO (vid’ 3.3.2). (8)
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Graphene Reduced Graphene Oxide (rGO)

Obr. 9 Schéma modifikacie grafénu na GO a rGO (prevzaté z (25))

3.3.1 Syntéza GO

Syntézu GO mozno rozdelit do dvoch hlavnych kategorii: metddy ,,zdola
nahor,” pri ktorych sa na vytvorenie cistého grafénu pouzivaji molekuly uhlika,
a metddy ,,zhora nadol,” pri ktorych sa vrstvy derivatov grafénu ziskavaju zo zdroja
uhlika, najéastejSie z grafitu. Ukézalo sa, ze syntéza ,,zdola nahor,” napr. chemicka
depozicia z plynnej fazy, epitaxidlny rast na kremikovych karbidovych dostickach je
¢asovo narocnd metoda Celi problémom s rozsiritelnostou vyroby. Preto su metody
»zhora nadol“ populédrnej$ie na vyrobu derivatov grafénu, ktoré najskér generuju GO
a/alebo rGO. (8)

NajbeznejSou metdodou na syntézu GO bola v minulosti Hummersova
a Offemanova metdda. Pdosobenim silnych oxidacnych cinidiel (dusi¢nan sodny a
manganistan draselny v kyseline sirovej) na grafit. Dochadza k vnaSaniu hydrofilnych
funkénych skupin medzi jednotlivé vrstvy grafitu, ¢o sposobuje nielen odd’alovanie
jednotlivych vrstiev, ale aj to, Ze material sa stava hydrofilnym. (28) Uplne zoxidovana
zliCenina grafit-oxidu sa nasledne modze rozptylit vo vode a je stabilna. Vo vodnej
disperzii nasledne dochddza k exfoliacii GO. (27) Akykol'vek spdsob, ktory meni alebo
zlepSuje spOsob syntézy navrhnuty Hummersom je povazovany za ,upravenu

Hummersovu metodu. (8).

3.3.2 Redukcia GO na rGO

V snahe vyrobit’ materidly s vlastnostami ¢o najblizsie k povodnému grafénu,
bol vykonany rozsiahly vyskum metod na odstranenie kyslikatych funkénych skupiny
GO. (29) Redukcia GO moze byt realizovand mnozstvom sposobov, od tepelnych

cez chemické azZ po elektrochemické, z ktorych kazda vedie k rozdielom v morfologii,
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elektrickych vlastnosti atd’. KIicové faktory na redukciu GO zahfiiaji pomer C/O
kone¢ného produktu, selektivitu pri odstraiiovani jediného typu kyslikatej skupiny
(hydroxylova x karboxylova kyselina x epoxidova, atd’.), zacelenie povrchovych
defektov GO z oxidacie a vyber ekologickych redukénych cinidiel, ako aj udrzanie
alebo zlepSenie pozadovanej fyzikalnej a chemickej vlastnosti GO (mechanicka
pevnost’, vodivost’, optické vlastnosti, rozpustnost/dispergovatelnost platov atd’.).
Tepelnd redukcia zéavisi od rozkladu kyslikatych skupin na CO a CO2 plyny
pri zvysSenych teplotach. (8) Ukazalo sa, ze rychly vyvoj tychto plynov exfoliuje
jednotlivé GO platy. Tepelnd redukcia sa modze uskutocnit’ tepelnym zihanim pri
zvysenej teplote v bezkyslikatom prostredi alebo pomocou menej konvenénych metdd,
ako je posobenie mikrovin na GO prasok alebo redukcia GO platov svetlom s vysokou
intenzitou. (23) Pridavanie redukénych cinidiel do roztoku GO st bezné a mnohé
techniky st dobre podlozené literatirou, moézu zahfniat hydrazin, hydridy kovov
(NaBH4, LiAlH4) alebo halogenovodikové kyseliny, ¢i kyselina askorbova alebo
zelezny prasok. (29) Spomedzi nich hydrazin vykazuje vysSiu G€innost’ produktu

s mensim mnozstvom necistot. (24)
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Obr. 10 Priprava rGO spociva v prvotnej oxiddacii grafitu na grafit-oxid, nasledna
exfolidcia pomocou sonikdcie na GO a v poslednom kroku redukcia na rGO (prevzaté z

(28))

3.3.3 Adsorpcia organickych zli¢enin na GO a rGO

Organické zluceniny sa mozu v priebehu SPE adsorbovat’ na nanostrukturalne
materidly prostrednictvom nekovalentnych interakcii vratane elektrostatickych
interakcii, vodikovych vézieb, m — m interakcii, disperznych sil a hydrofébneho efektu.
(5) V pripade GO/rGO hrd dominantni Ulohu delokalizovany systém m elektronov,

vdaka ktorému derivaty grafénu interaguji prostrednictvom m — m interakcii
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s aromatickymi zli€eninami. Za adsorpciu moéze byt zodpovedna aj kation — m vézba
a hydrofobny efekt. (5) (30) Vdaka zmieSanému retenénému mechanizmu ul'ahcuje
separaciu latok s podobnou hydrofébnostou. (30)

Pei a kol. (31) skumali adsorpciu aromatickych latok s r6znou Struktirou na GO
arGO, konkrétne sa jednalo o 2,4,6-trichlorfenol (TCP); 2-naftol; 1,2,4-tichlérbenzén
(TCB) anaftalén (NAPH). Tieto aromatické latky dosahovali podobnu absorpént
kapacitu. Zluceniny boli na materidl naviazané prostrednictvom hydrofobnej interakcie
am — w interakcii. GO ma v porovnani s rGO nizSiu n elektronovi hustotu a viac
kyslikatych funkénych skupin, takze vyssia adsorpcia TCP a 2-naftolu bola spdsobena
tvorbou vodikovych mostikov. Adsorpénd afinita aromatickych latok k GO bola
zvySovand v poradi: NAPH < TCB < TCP < 2-naftol.

Gao a kol. (32) Studovali adsorpciu tetracyklinovych antibiotik na GO. Velka
adsorp¢na kapacita GO bola vysvetlend tvorbou m — 7 interakcii a kation — © vézbou.
Kation— m vézba sa moéze vytvorit medzi lahko protonizovanou aminoskupinou
v molekule tetracyklinu an elektronmi grafénu. Tetracyklin sa skladd zo Styroch
aromatickych kruhov s rdéznymi funkénymi skupinami na kazdom kruhu, vratane
fenolu, alkoholu, keténu a aminoskupiny, vd’aka ¢omu moze vytvarat elektrostatické
interakcie a vodikové vizby.

Georgakilas a kol. (33) uviedli, Ze organické zlu€eniny mézu byt adsorbované
GO alebo rGO prostrednictvom piatich elektrostatickych interakcii vratane
hydrofébnych uinkov, kovalentnej vizby, vodikovej viazby a m — & interakcii.

Sitko a kol. (5): ,,Hlavné interakcie medzi organickymi i6nmi a grafénom su
n — 7 interakcie, kation — m interakcie, kovalentnd vézba a hydrofébne ucinky.
Polarizacia kationov a vzdjomné elektrostatické pdsobenie medzi kationmi moze

sposobit’ vznik katién — m interakcie v procese adsorpcie.*

3.3.4 Vyuzitie materialov na baze grafénu v SPE

Vdaka svojim neobyCajnym vlastnostiam ako je velky povrch (teoreticka
hodnota je 2630 m’g!), obojstranny polyaromaticky skelet, zmieSany retenény
mechanizmus analytov, sa grafén ukazuje ako sl'ubny material pre SPE. Jeho vyuZitie
ako SF je vo vyskumnom $§tadiu, avSak existuje niekolko Studii a vysledkov, ktoré
dokazuju jeho vysoky potencial. (30) (34) V tejto podkapitole budi rozobrané aplikacie

grafénu a materidlov na baze grafénu pri SPE ¢i mikroextrakénych technikach SPE.
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Liu akol. (35) vyvinuli novi metédu kombinaciou SPE na baze rGO
s HPLC-UV na extrakciu a analyzu 6smych chlérfenolov z environmentalnych vzoriek
vody a vytaznost’ dosiahnutd pomocou grafénu bola vyssia ako vytaznost’ dosiahnuté
pomocou inych sorbentov vratane modifikovaného silikagélu Cis, grafitického uhlika
a CNT. (36) V porovnani s CNT grafén dosahoval vyssiu vytaznost, pretoze obe strany
grafénovej roviny su l'ahko dostupné pre extrakciu analytu. Extrakcia pomocou grafénu
v tomto pripade zvycajne zahiia nekovalentné interakcie s cielovymi analyty. (24)

Han a kol. (25) publikovali podobnu stadiu, v ktorej bol pouzity rGO ako u¢inny
sorbent pre SPE organochlérovych pesticidov vo vzorkdch vody, pricom boli
prezentované podobné vyhody.

Huang akol. (37) zaviedli novii SPE metdodu na baze rGO pre extrakciu
derivatov glutationu zo vzoriek l'udskej plazmy. Dosiahnuté hodnoty preciznosti,
vytaznosti a nizke limity detekcie naznacuju, Ze tato navrhovana metdda je pouzite'na
na stanovenie glutationu v l'udskej plazme. Tato praca ukazala, ze grafén ma potencial
na adsorpciu pri analyze biologickych vzoriek. (36) (37)

Huang a kol. (38) uviedli dal$iu bioanalyticku aplikdciu rGO v metéde SPE
na extrakciu neurotransmiterov z mozgov potkanov. Izoldcia analytov z biologickej
vzorky bola zjednodusend v dosledku dostato¢ne silnej vdzby medzi analytmi a rGO

a nizkej retencie interferujtcich latok, ¢o viedlo k vysokej selektivite a robustnosti.

Liu akol. (6) vSsak vymenovali niekol’ko nevyhod pouzitia grafénu v SPE
(agregacia GO arGO platov, polydisperzita). RieSenim tychto problémov
so zachovanim vyhodnych vlastnosti boli vyvinuté nové sorbenty pre SPE, ato
naviazanim GO/rGO na nosi¢ (napr. silikagél). (5) (6).

Karboxyskupiny GO boli spojené s aminoskupinami aminosilikagélu. Tymto
sposobom sa novy sorbent (GO@sil) moze pouzit’ v separacnom mode NF pre SPE.
Na pripravu sorbentu vhodného pre SPE na RF sa GO@sil redukoval pomocou
hydazinu (rGO@sil) (vid® Obr. 11). Porovnanie rGO@sil s inymi sorbentmi ako su
modifikovany silikagél Cig alebo nanorarky preukdzalo vyhodu rGO@sil, ktord vyplyva
z velkého povrchu a zmécavosti vodou v dosledku pritomnosti niektorych hydrofilnych
skupin, ktoré ostali po redukcii hydrazinom na povrchu rGO. V désledku toho sa
zlepSuje adsorpcia polarnych a desorpcia nepolarnych zlucenin. Z tohto dovodu sa rGO
sprava ako rovnovazny hydrofilno-lipofilny sorbent, ¢o je vhodné pri stanovovani

analytov so Sirokou Skalou polarity. (6)
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Okrem toho d’alSie experimenty ukazali, Ze grafén viazany na oxid kremicity je
vhodny predovsetkym na pouzitie ako SPE adsorbent na extrakciu malych molekul,

peptidov a proteinov. (36)
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Obr. 11 Mozny sposob ziskania GO a rGO z grafitu a mozné naviazanie tychto
materialov na povrch aminopropylkremicitanu (prevzaté z (2))

Yu akol. (39) vytvorili citlivi aspolahliva analyticki metdodu zaloZzent
na rGO sorbente pre SPE. GO bol syntetizovany prostrednictvom chemickej exfoliacie
grafitu, d’alej bol derivatizovany N-terc-butyldimetylsilyl-N-metyltrifluéracetamidom
a hydrotermalne redukovany, ¢im vznikol rGO@sil sorbent. (39) Podl'a porovnavace;j
Studie. Metoda zalozend na rGO@sil ponukla mierne lepSiu vytaznost’ v porovnani
s polymérnym typom sorbentu atento vysledok moZzno pripisat’ m -m interakcidm
a hydrofobnym interakciam medzi analytmi a rtGO@sil. (36)

Huang a kol. (40) vytvorili podobny material, rGO funkcionalizovany silikagél
(Gr-Si02). Bol pripraveny apouzity ako novy sorbent pre SPE polycyklickych
aromatickych uhlovodikov (PAU). Za optimalizovanych podmienok sa tato metdda
uspesne pouzila na kvantifikdciu PAU vo vzorkach vody a mlieka, bola preukazana

vysoka citlivost’ tejto metody.
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Huang a kol. (41) vytvorili dalsi podobny material, rGO funkcionalizovany
(3-aminopropyl)triethoxysilanom, ktory bol syntetizovany jednoduchou hydrotermalnou
reakciou abol pouzity ako SPE sorbent na extrakciu stopovych PAU zo vzoriek
environmentalnej vody. Tento novy rGO  material poskytol vysSiu selektivitu
a ucinnost’ extrakcie.

Luo akol. (42) vyvinuli jednoduchu hydrotermalnu reduként stratégiu
na pripravu oxidu kremicitého sredukovanym grafénom (SiO.@rGO). Pripraveny
funkcionalizovany oxid kremicity vykazoval pozoruhodni adsorpcni kapacitu
voci chlérfenolom (CP) a peptidom. Ked’ sa pouzil ako sorbent pre SPE bola dosiahnuta
vysSia vytaznost v porovnani s komerénymi sorbentmi, ako su oxid kremicity Cis,

grafitizované sadze a uhlikové nanorurky.

Problémy srGO mozno prekonat nielen kovalentnou véizbou rGO platov
na nosic, ale aj vyvojom nekonvenénych metod. Zhang a kol. (43) pouzili sulfonované
rGO platy wuzavret¢ v obale zpolypropylénovej membrany pri mikro-SPE.
Pri navrhovanom postupe sa podarilo vyhnut’ strate rGO platov pocas extrakcie. Okrem
toho zavedenim sulfonovych skupin do platov rGO zlepSilo rozpustnost vo vode
a pritomnost’ zapornej -SO° skupiny zapricinila elektrostatické odpudzovanie, ¢o

zabranilo aj agregacii platov.

Li akol. navrhli magneticki metdédu SPE na prekoncentraciu karbamatov
z uhoriek a hrusiek, ktord vyuzivala ako sorbent novy nanokompozit Fe3O4 potiahnuty
grafénom a kremikom. (44) Porovnévacie Studie ukazali, Ze vyvinutd metoda poskytuje
lepsiu citlivost’ spolu s jednoduch§imi a rychlejS$imi separa¢nymi procesmi. Okrem toho
sa zistilo, ze Fes04@SiOz/grafén je stabilnejsi ako magnetické nanokompozity na baze
grafénu. Na zdklade vysledkov tejto Studie sa tie isté syntetické materidly pouzili ako
magneticky SPE sorbent na prekoncentraciu Styroch neonikotinoidnych pesticidov

zo vzoriek hrusiek a paradajok pred HPLC-DAD analyzou. (36)

Wang a kol. (45) vyvinuli metoédu SPE zaloZzenu na sorbente (T10/grafén), ktora
bola pouzitd pred stanovenim S-nitrozobiolov zo vzoriek krvi. Za optimalizovanych
extrakénych podmienok metdda vykazovala dobru linearitu, vytaznost a nizky limit
detekcie. Tato praca odhalila vel'ky potencial TiO/grafénu ako vynikajiiceho sorbentu

pri analyze biologickych vzoriek.
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S cielom zlepsit’ selektivitu, stabilitu a kompatibilitu grafénu a zabranit' jeho
agregacii v metdode SPE bol grafén funkcionalizovany rdéznymi organickymi a
anorganickymi materidlmi, ako st aminokyseliny, oxid kremicity, TiO2, polyméry a
MNP. Okrem toho sa grafén moze funkcionalizovat' aj jednoducho z GO cesty.
Material na baze GO ako sorbent SPE sa pouziva v separacnom mdde NF. Ukazalo sa,
ze ma vysoku adsorpénu afinitu k iénom kovov, polarnym zlicenindm vrétane
polarnych skupin (hydroxylové, karboxylové, aminy) a heteroatdmom (O, N, S, P).
Grafén ako sorbent SPE je vhodny na adsorpciu chelatov kovov a nepolarnych analytov
(aromatické latky, alkyly, alicyly), tzv. extrakciu na RF. Neddvno boli sorbenty na baze
grafénu uspesne pouzité ako novy sorbent SPE v procese pripravy vzoriek. Vykazoval
rychlu extrakciu, vysoka adsorpénu kapacitu a nizky limit detekcie (LOD) pre pesticidy,
PAU, ftalaty, i6ny tazkych kovov, kovové druhy, sulfonamidy, proteiny a
deoxyribonukleovu kyselinu. (24) (36)
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4 CIEL PRACE

Cielom tejto diplomovej prace je priprava modifikovanej SF pre SPE zalozenej
na graféne. Konkrétne sa jedna onaviazanie GO platov na aminosilikagél
prostrednictvom  amidovej vdzby medzi  karboxylovymi = skupinami GO
a aminoskupinami silikagélu, s néslednou hydrazinovou redukciou na rGO. Bude
skimana reprodukovatelnost’” procesu modifikacie, ako aj opakovatelnost’ extrakcii
SPE koloniek naplnenej modifikovanym sorbentom.

Nasledne bude prevedené Stadium retencnych schopnosti novo pripraveného
sorbentu prostrednictvom modelovych analytov sréznymi fyzikalno-chemickymi
vlastnost’ami, a to ibuprofen (pKa 5,3), propylparaben (pKa 8,5) a metoprolol (pKa 9,7).
Budu optimalizované podmienky pre retenciu a eluciu analytov s cielom zachovat
vysoku vytaznost.

Ziskané vysledky z SPE pri pouziti aminosilikagélu modifikovaného rGO ako
SF budi porovnané s vysledkami vytaznosti pri pouziti komer¢ného materidlu,
konkrétne aminosilikagélu a Cis modifikovaného silikagélu za rovnakych extrakénych
podmienok.

Tato diplomova praca slizi ako pilotny projekt pre d’alSiu pripravu podobnych
materidlov zalozenych na graféne, vysledky prace poskytnu cenny zaklad pre buduci

vyskum v tejto oblasti.
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5.1
5.1.1

5.1.2

EXPERIMENTALNA CAST

Chemikalie a material

Modelové analyty

Ibuprofen (IBU) (Sigma-Aldrich,Nemecko)
Metoprolol (MET) (Sigma-Aldrich,Nemecko)
Metylparaben (MeP) (Fagron, Ceska republika)
Propylparaben (PrP) (Fagron, Ceska republika)

Rozpuastadla

Acetonitril gradient grade HPLC (ACN) (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Cisténa voda, piipravena reverzni osmoézou prostrenictvom Millipore
purifikacniho systému (MerckMillipore, Nemecko), Farmaceuticka
fakulta v Hradci Kralové, Univerzita Karlova, Ceska republika

Metanol gradient grade HPLC (MeOH) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

5.1.3 Ostatné chemikalie

1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid (EDC) (Sigma-Aldrich,
Nemecko)

Amoniak 25% GR (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Dihydrogenfosforeénan sodny dihydrat (Chemifarm s.r.0., Ceské
republika)

Grafén-oxid (GO) vodna disperzia 4 mg/ml (Graphenea, Spanielsko)
Hydrazin hydrat 50% (Sigma-Aldrich, Nemecko)

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (CL 2005, Dr. Kulich
Pharma, s.r.o., Ceska republika)

Kyselina fosforecné 85% cista (Riedel-de Haén, Nemecko)

Kyselina chlorovodikova 35% (Lachner, Ceska republika)

Kyselina mravéia VWR 99% (HiPerSolv Chromanorm, Ceska
Republika)

Kyselina octova 35% p.a (Penta, Ceské republika)

N-hydroxysukcinimid (NHS) (TCI chemicals, Japonsko)
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e Octan aménny (Lachema, Ceska republika)

e tris(hydroxymetyl)aminometan (TRIS) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

5.2 Pristrojové vybavenie

5.2.1 Pristrojové vybavenie pre HPLC

Chromatograficka sustava Prominence UFLC-XR (Schimadzu, Japonsko) je
zloZena:
e Degaser DGU-20A3
e 2x Pumpa A LC-20AD
e Autosampler SIL-20AC ur
e Termostatovany kolonovy priestor CTO-20AC
e Koléna Zorbax SB-Aq, C18, 4,6 x 150 mm, 5 um, 80 A (Agilent
Technologies, USA)
e Detektor UV-VIS SPD-20A
e Komunikac¢na jednotka CBM-20A

e pocita¢ — program LC LabSolutions Software (Schimadzu, Japonsko)

5.2.2 Pristrojové vybavenie a pomocky pre SPE

e Generator vakua Mevacs M46 (Medist s.r.o, Slovensko)

Kolonky SPE Supelco Cig 1 ml, 100 mg (Sigma-Aldrich, Nemecko)
Kolonky SPE Strata NH> 1 ml, 20 + 0,15 mg (Phenomenex, USA)
Kolénky SPE 1 ml, prazdne

SPE Manifold (Sigma Aldrich, Nemecko)

5.2.3 DalSie pristroje a pomdcky

e Analytické vahy CPA225D-OCE (Sartorium AG, Nemecko)

Centrifaga IEC CL31R Multispeed (Thermo electron corporation, USA)
Filter 0,22 pm Millex (Labstore, Ceska republika)

Filter 0,45 um Millex (Labstore 13 mm, Ceska republika)

Inzulinova striekacka 1 ml (Medilab, Ceské republika)

Mikropipety (Eppendorf Research plus, 1000 pl, 100 pl, 20 ul, 10 pl,

(Eppendorf, Nemecko)
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e Ph meter — pH 8 + DHS (XS instrument, XS Standard T-BNC DHS,
Taliansko)

e Ultrasonikator (Qsonica — Q500, ultrasonic processor, USA)

e Ultrazvukova vana (Kraintek s.r.o., K-10, Slovenska republika)

e Vortex mixer (Velp scientifica, Taliansko)

e Zdroj dusiku (Nitrogen Generator, Nemecko)

5.3 Priprava roztokov

5.3.1 HPLC

SmM fosfatovy timivy roztok s 5% ACN (v/v)

Fosfatovy tlmivy roztok bol pripraveny rozpustenim 1,30 g NaH,PO4 . 2H>O
a 1,26 g Na,HPO4. 12 H2O v 100 ml vody. Tlmivy roztok bol ponoreny v ultrazvukove;j
vani 10—15 minut pre zaistenie dokonalého rozpustenia. Priprava pokracovala upravou
pH pomocou kyseliny fosforecnej na 6,40 a doplnenim vody po rysku 1000 ml
odmernej banky. TImivy roztok bol prefiltrovany cez 0,45um filter. 950 ml

pripraveného roztoku bolo zmieSanych s 50 ml ACN.

5.3.2 SPE

SmM amonno-octanovy tlmivy roztok
Amonno-octanovy tlmivy roztok bol pripraveny rozpustenim 19 mg octanu
amonneho vo vode, Gpravou pH pomocou kyseliny mravcej na 3,50 a doplnenim vody

po rysku 50 ml odmernej banky.

SmM TRIS tlmivy roztok
TRIS tlmivy roztok bol pripraveny rozpustenim 0,030 g TRIS vo vode, Gpravou
pH pomocou kyseliny chlorovodikovej na 8,00 a doplnenim vody po rysku 50 ml

odmernej banky.

Roztoky analyzovanych latok

Zasobné roztoky jednotlivych modelovych analytov (IBU, MET, PrP, MeP) boli
pripravené rozpustenim 1 mg kazdej z latok v 1 ml MeOH.

100 pl zasobného roztoku kazdej latky bolo nasledne nariedenych prisluSnym

prostredim (tzn. pri praci v neutralnom pH bola pouzitd voda, v kyslom pH bol pouzity
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amonno-octanovy tlmivy roztok a v zasaditom pH bol pouzity TRIS tlmivy roztok)
na koncentraciu 100 pg/ml.
Takto pripravené roztoky boli zdroven pouzité aj ako roztoky vonkajSich

Standardov pre kvantifikaciu analytov metddou vonkajsieho Standardu.

10 mM EDC/5 mM NHS
Na pripravu cinidla bolo pouzitych 0,0078 g EDC a 0,0029 g NHS, tieto

navazky boli rozpustené v 5 ml Cistenej vody.

Elucné cinidlo 0,IM NH3 v MeOH (5:95, v:v)

0,1 M NH3 bol nariedeny metanolom v pomere 5:95.

Elucné cinidlo 0,IM CH;COOH v MeOH (60:40, v:v)
0,1 M CH3COOH bol nariedeny metanolom v pomere 60:40.

10% roztok MeOH pouZzity pre rekonstituciu
10 ml MeOH bolo zriedenych s 90 ml Cistenej vody alebo 90 ml TRIS alebo
90 ml amonno-octanovym tlmivym roztokom. Typ roztoku pre rekonstituciu bol

vybrany podl’a typu pouZitej kondicionacie SPE.

5.4 Priprava sorbentu
Priprava modifikovaného sorbentu pre SPE bola s obmenami (vid’ 6.1) prevzata
z publikovaného ¢lanku (6), pozostavala z dvoch krokov, a to:
1. modifikacia komeréného aminosilikagélového sorbentu GO,

2. redukcia modifikovanych ¢astic hydrazinom

1. Modifikacia aminosilikagélového sorbentu GO

5 ml GO vodnej disperzie (4 mg/ml) bolo dispergovanych v 35 ml Cistenej vody
(koncentracia GO 0,5 mg/ml). Vzniknutd disperzia bola 30 sekund premieSana
na vortexe, nasledne bola urobena sonikdcia pomocou kontaktného sonikatoru
v celkovom c¢ase 31,5 minuty (30% amplitida, pulz/pauza zodpovedala 5/5 sekind,
9 cyklov po 3,5 minuty, po kazdom cykle bola disperzia chladend po dobu 3,5 minuty).

K 16 ml takto pripravenej disperzie bolo pridanych 160 pl ¢erstvo pripraveného

roztoku ¢inidiel 10 mM EDC/5 mM NHS.
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Po 30 minitovom mieSani pri laboratdrnej teplote, bolo pridanych 200 mg
aminosilikagélovych castic a vzniknuta disperzia bola mieSand po dobu 4 hodin
za laboratornej teploty.

Dal§im krokom bola centrifugacia (1500 otadok, 10 minat) a nickol’konasobné
premytie ziskanych castic ako svodou, tak aj s MeOH. Nasledne bol odobrany
a odstraneny supernatant, Castice boli suSené na vzduchu cez noc. Pripraveny materiél

bol oznaceny ako GO@sil (aminosilikagél funkcionalizovany grafén-oxidom).

2. Redukcia modifikovanych ¢astic hydrazinom

Findlnym krokom bola redukcia GO@sil s hydrazinom, 100 mg GO@sil a

80 ul hydrazin hydratu (50%, v/v) bolo pridanych do 5 ml Cistenej vody. Redukéna
reakcia bola uskutocnend pri 95°C pod pasivhym chladicom azmes bola mieSana
2 hodiny. Castice rGO@sil boli obdobne spracované ako GO@sil, a teda centrifugacia
(2000 otacok, 10 minut), niekolkonasobné premytie vodou a metanolom, suSenie
na vzduchu cez noc.

Takto pripraveny sorbent rGO@sil (aminosilikagél funkcionalizovany
redukovanym grafén-oxidom) bol naplneny do koldniek, a vyuzity pri SPE metode

Vv tejto praci.

5.5 Priprava SPE koloniek
Zhotoveny rGO@sil bol rozvazeny do jednotlivych koloniek. Kazda kolonka

obsahovala 20 £+ 0,15 mg pripraveného sorbentu.
Aminosilikagél bol rozvazeny do jednotlivych koloniek s napliiou jednej
kolonky 20 + 0,15 mg castic. Kolonky Cis boli pouZivané predplnené od vyrobcu, kazda

obsahovala 100 mg cCastic.

5.6 Prevedenie SPE metody

SPE metoda bola prevadzana v rozdielnych podmienkach (pri neutralnej, kyslej
a bazickej kondiciondcii), postup jednotlivych krokov je uvedeny v Tabul'kach 2-4.

Pri prevadzani SPE boli do jednotlivych vialok zbierané: nanesenie (INJ),
premytie (W), elacie (E1-E3). Vsetky eluaty boli odparené pod prudom dusika,
rekonstituované v 500 upl 10 % MeOH vrozpustadle zvolenom podla typu
kondicionacie (vid’ Tab. 2-4)
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Tabulka 2 Postup prevedenia SPE pri kyslej kondiciondcii kolonky

KYSLA KONDICIONACIA SPE

Aktivacia

1 ml MeOH

Kondicionacia

1 ml 5SmM aménno-octanovy tlmivy roztok, pH 3,50

Nanesenie vzorkun (INJ)

100 pl vzorku; 50 ng/ml; MeOH/aménno-octanovy
tlmivy roztok (10:90, v:v)

Premytie (W) 1 ml SmM aménno-octanovy tlmivy roztok, pH 3,50
Susenie
Elicial (E1) 1 ml MeOH

Eliicia2 (E2)

1 ml 0,1M NH; MeOH (5:95, v:v)

Eliicia3 (E3)

1 ml 0,1M CH,COOOH/MeOH (60:40, v:v)

Odparenie pod pridom dusika

Rekonstiticia vzorky

500 ul MeOH/amémmo-octanovy tlmivy roztok (10:90,
)

Tabulka 3 Postup prevedenia SPE pri neutralnej kondicionacii kolonky

NEUTRALNA KONDICIONACIA SPE

Aktivicia 1 ml MeOH
Kondicion:icia 1 ml H,O, pH 7,00
Nanesenie vzorkun (INJ) [100 pl vzorku; 50 pg/ml; MeOH/H,0 (10:90, v:v)
Premytie (W) 1 ml H20, pH 7,00
SuSenie
Elicial (E1) 1 ml MeOH
Elicia2 (E2) 1 ml MeOH

Eliicia3 (E3)

1 ml 0.1M NH;MeOH (5:95, v:v)

Odparenie pod priidom dusika

Rekonititicia vzorky

[500 ul MeOR/HLO (10:90, v:v)

Tabulka 4 Postup prevedenia SPE pri bazickej kondicionacii kolonky

BAZICKA KONDICIONACIA SPE

Aktivacia 1 ml MeOH
Kondicionsicia 1 ml 5mM TRIS, pH 8,00
Nanesenie vzorku (INJ) |100 ul vzorku; 50 ug/ml; MeOH/TRIS (10:90, v:v)
Premytie (W) 1 ml 5mM TRIS, pH 8,00
Suienie
Elicial (E1) 1 ml MeOH

Eliicia2 (E2)

1 ml 0,1M NH;MeOH (5:95, v.v)

Odparenie pod pridom dusika

Rekonstiticia vzorky

500 ul MeOH/TRIS (10:90, v:v)
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Ako standard pre kvantifikaciu modelovych analytov podl'a metddy vonkajsiecho
Standardu, bol pouzity roztok analyzovanych latok o koncentracii kazdého analytu
100 pg/ml. Standard bol taktiez odpareny po pradom dusika a rekonstituovany v 500 pl
10 % MeOH v Cistenej vode.

Vsetky vysSie spomenuté kroky boli nasledne analyzované prostrednictvom

HPLC met6dy uvedene;j v kapitole 5.8.

5.7 Opakované pouzitie SPE koloniek

Na prevedenie SPE bola kazdd zkoloniek so sorbentom — rGO@sil
a aminosilikagél vyuzitd viac krat, preto bola nutna regeneracia koloniek. Kolonky Cisg
boli vyuzité jednorazovo.

V neutralnom prostredi bolo na oplach jednotlivych koléniek vyuzivanych
viacero rozpustadiel, a to: 3 ml vody, 3 ml aceténu a 1 ml metanolu na vysusenie.

Pri préci v kyslom a bazickom pH, teda po pouziti aménno-octanového timivého
roztoku a TRIS boli na regenerdciu kolonky vyuzité: 1 ml MeOH, 1 ml H20, 1 ml
TRIS, 1 ml H2O, 1 ml amoénno-octanovy timivy roztok, 1 ml H>O, 1 ml MeOH.

5.8 HPLC analyza

Ako SF bola pouzitd koléna Agilent Zorbax SB-Aq Cig (150x4,6mm 5 pm, 80
A). Teplota v kolénovom priestore bola nastavena na 25°C. MF A bola tvorend SmM
fosfatovym tlmivym roztokom (pH 6,40) s 5% ACN (v:v), . Ako MF B bol pouzity
ACN. Na analyzu bola vyuzitd metoda izokratickej elucie, vzajomne sa tieto MF (A:B)

mieSali v pomere 65:35 (v/v). Nastrek modelovych analytov bol o objeme 10 pul a

w
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Obr. 12 Chromatogram modelovych analytov
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prietok mobilnej fazy 1 ml/min. Celkova doba analyzy zodpovedala 11 minttam,
s reten¢nymi ¢asmi analytov: 3,75 min. pre IBU; 6,58 min pre MET a 9,8 min. pre PrP.

Modelové analyty boli detegované prostrednictvom UV/VIS detektoru
pri vinovej dizke 220 nm (IBU, MET) a254 nm (PrP), vid’ Obr. 12 (zhrnutie
parametrov HPLC popisuje Tabul’ka 5).

Na kvantifikéciu bola vyuzitd metéda vonkajSieho Standardu.

Tabulka 5 Zhrnutie podmienok HPLC analyzy

Zhrnutie podmienok HPLC analyzy
Stacionarna faza a mobilna faza
< Ag,ilent. Zorng SB-Aq \ vodné zlovka SmM fosfatovy tlmivy
g typ aktivnej skupiny |C18 <Zt A roztok, pH 6,40
7 S |dizka 50mm | 2 & |PumeaA) 5% pridavok ACN
g 'S |priemer 4,6 mm g T |organicka zlozka ACN
< velkost’ Castic 5 pm = (pumpa B)
7 porovitost’ 80 A pomer mieSania A:B [65:35
HPLC podmienky
parameter hodnota analyt
prietok 1 ml/min
¢as analyzy 11 minht
nastrek 10 pl
teplota 25°C
, 220 nm 1BU
detekcia MET
254 nm PrP
Retencné Casy analytov
analyt Rt (min)
IBU 3,75
MET 6,58
PrP 9,80

5.9 Hodnotenie vysledkov, popis grafov
V kapitole 6 Vysledky a diskusia je uvedenych niekol'ko grafov. Popis grafov je

nasledovny. V grafoch st vZdy uvedené percentudlne vytazky vzhl'adom na Standard
zv1ast pre kazda kolonku. Jeden stipec vid'ualne znazoriiuje jednu kolonku, pod stipcom
je vzdy oznacenie pouzitej Sarze pripravy sorbentu, ¢isla kolonky a kolky krat bola
kolonka pouzitd, napr. 1G_02 04 znamena koldnka Cislo 2 z prvej SarZe pouZzita Stvrty

raz.
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6 VYSLEDKY A DISKUSIA

V roku 2004 sa grafén dostal do popredia, vd’aka prvému experimentdlnemu
dokazu jeho elektronickych vlastnosti. Od tej doby sa stal hortcou oblast'ou vyskumu
vo viacerych vedeckych odvetviach, vratane analytickej chémie. Analytickych
chemikov najmd zaujal velky Specificky povrch (teoretickd hodnota predstavuje
2630 m?g') aobojstranny polyaromaticky skelet vytvarajuci delokalizovany systém
n elektronov. (5) (6) Velky povrch grafénu zarucuje dostatok priestoru na adsorpciu
analytov a hexagonalne usporiadanie sp® hybridizovanych atéomov uhlika umozZiuje
interakcie s inymi molekulami. Tieto parametre tak predstavuju vhodné vlastnosti
pre pouzite grafénu ako sorbentu pri SPE. (30)

Pouzitie GO arGO ako sorbentov pre SPE poskytuje niekolko vyhod
(vid vysSie), avSak ich priame pouzitie celi niekol’kym problémov. Po prvé,
ireverzibilnd agregécia platov GO a rGO pocas izolacie z roztoku. Agregacia znizuje
sorpcnu kapacitu sorbentu, a tak brani u¢innej extrakcii analytov. Po druhé, platy GO
a rGO su polydisperzné, jednotlivé platy sa liSia vo svojej hriibke, velkosti a tvare. (6)
(8) Z tohto dovodu existuje obava, ze v priebehu extrakcie mdze dochadzat k uniku
vel'mi malych castic GO a rGO z kolony, najmi ak sa extrakcia prevadza pri vysokom
tlaku. Okrem toho, je narocné uplne zachytenie miniatirnych c¢astic GO arGO
z roztoku, dokonca aj pri vysokorychlostnej centrifugacii. (5) (6) Liu a kol. (6) sa
venovali vyrieSeniu tychto problémov so sucasnym zachovanim vyhodnych vlastnosti
grafénu. Vyvinuli nové sorbenty pre SPE, kovalentnym naviazanim GO a rGO platov
na Castice aminokremicitanov. Téato praca nds inSpirovala a motivovala pri diplomove;j

praci.

Diplomové praca bola zamerand na pripravu modifikovaného rGO sorbentu
pre SPE ana $tadium jeho vlastnosti v SPE. Skimana bola opakovatelnost” procesu
modifikacie, celkovo boli pripravené tri rozne SarZze modifikovaného rGO a vysledky
vytaznosti SPE z jednotlivych Sarzi boli medzi sebou porovnané.

Pre na$§ experiment boli vyuzit¢ tri modelové analyty srdéznymi
fyzikélno-chemickymi vlastnostami, ato kysly ibuprofen (pKa 5,3), neutralny
propylparaben (pKa 8,5) azédsadity metoprolol (pKa 9,7) (Struktury analytov
vid’ Obr. 13).
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Experiment bol dalej zamerany na hodnotenie vplyvu experimentalnych
podmienok na extraként vytaznost modelovych analytov (vplyv typu elu¢ného cCinidla
a prostredia (pH)).

V zévere experimentu boli porovnané retencné¢ schopnosti upravené¢ho rGO

sorbentu s komercne dostupnymi sorbentmi (aminosilikagél a Cis modifikovany

silikagél).
HN /L
HO
OH
(0] (0]
0 0]
HO
0]
~
IBUPROFEN PROPYLPARABEN METOPROLOL

Obr. 13 Struktiiry modelovych analytov

6.1 Priprava modifikovaného rGO sorbentu pre SPE

Liu akol. (6): GO bol pripraveny upravenou metdédou podl'a Hummersa.
Priprava GO kovalentne naviazaného na castice oxidu kremicit¢ho (GO@sil) bola
uskutocnend prostrednictvom chemickej reakcie, pri ktorej karboxylové skupiny GO
interagovali s aminoskupinami silikagélu. Boli porovnavané dve metddy imobilizacie
GO platov na aminosilikagéle, prvou bola metéda vodnej syntézy s pouzitim 0,4 ml
10 mM EDC/5 mM NHS ako aktivacnym ¢inidlom karboxylovych skupin GO a druhou
bola cesta organickej syntézy s N,N'-dicyklohexylkarbodiimid/dimetylformamid
(DCC/DMF). GO@sil bol redukovany pomocou 0,1 ml hydrazin-hydratom (85%), ¢im
bol ziskany rGO naviazany na aminosilikagél (rGO@sil).
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Luo a kol. (42): V tejto Studii bola vyvinutd hydrotermalna redukénd stratégia
na pripravu rGO funkcionalizovaného aminosilikagélom. GO bol syntetizovany
z grafitového prasSku modifikovanou Hummersovou metdédou.  Hydrotermalnou
redukciou bol pripraveny rGO@sil prostrednictvom elektrostatickej interakcie
medzi zaporne nabitym GO vo vodnom roztoku a kladne nabitymi aminoskupinami

aminokremicitanu.

Upraveny rGO bol sobmenami pripraveny v priecbehu diplomovej prace
podl'a postupu uvedenom v publikovanom ¢lanku Liu a kol. (podrobnosti vid’ kapitola
6.4). Zmeny v postupe su zhrnuté nasledovne. Na pripravu GO@sil bola pouzitd vodna
disperzia GO (4 mg/ml, Graphenea, Spanielsko), &m odpadla priprava GO
Hummersovou metddou (teda bola zvolena cesta vodnej syntézy s 10 mM EDC/5 mM
NHS ako aktivacnym ¢inidlom). Mnozstva vSetkych reagentov a pouzitych ¢inidiel boli
pouzité v ekvivalentom mnozstve, preratanych podla mnozstva Castic aminosilikagél
sorbentu pre 200 mg. SuSenie ¢astic GO@sil a rGO@sil neprebiehalo 24 hodin susenim
mrazom vo vakuu, ale pocas noci pri laboratérnej teplote.

Po prvom kroku, modifikacii aminosilikagélového sorbentu rGO (vid’ kapitola
5.4) bola dosiahnutd 90% vytaznost rGO@sil cCastic. Po druhom kroku, redukcii
potiahnutych Castic hydrazinom bola dosiahnutd 80% vytaZznost’ a bola pozorovana
zmena farby z hnedej (GO@sil) na cCiernu farbu (rGO@sil) (vid® Obr. 14). Uvedené
vysledky vytaznosti boli spocitané ako priemerna hodnota z celkovej pripravy troch

Sarzi.

a) b)

Obr. 14 a) hnedé castice pripraveného GO@sil, b) cierne castice pripraveného
rGO@sil
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6.2 Napliianie SPE koléniek rGO@sil sorbentom

Vd'aka vynikajucim adsorpénym vlastnostiam mozno pouzit rGO uz vo velmi
malych mnozstvach (20-30 mg). (5) (35) (37) (38) (46)

Z viacerych studii vyplyva, Ze pouzitie malého mnozstvo (10-30 mg) rGO
naviazaného na silikagél Castice ako sorbentu pre SPE prinaSa optimalne vysledky. (6)
(35) (39) (40) (41)

Z tohto dovodu bol upraveny sorbent naplneny do viacerych koloniek

v mnozstve 20 + 0,15 mg a uzatvoreny fritami z oboch stran.

6.3 Opakovatelnost’ pripravy rGO@sil sorbentu pre SPE

Jednym zcielov naSho experimentu bolo zistit, ¢i je postup modifikacie
sorbentu opakovatel'ny.

Celkovo boli pripravené tri Sarze rGO@sil, vzdy za rovnakych podmienok.
Pri prevadzani experimentu boli pouzité z kazdej Sarze aspon dve rézne koldnky, jedna
kolonka je vyobrazena v grafe ako jeden stipec, pric¢om kolonky z tej istej Sarze su
prezentované spolocne.

PrP vzhl'adom pre svoje neutrdlne vlastnosti bol vybrany ako modelovy analyt
pre prevedenie SPE. Porovnavali sme vytaznosti jednotlivych Sarzi, nasledne bola

posudena opakovatel'nost’ pripravy rGO@sil sorbentu.

120,00

(%)
100,00
80,00
3087 B84 6,86
25,59 22.41 E1+E2: 2mL
MeOH

60,00

102365 =W: ImL H20

92,19
40,00
= [NJ: 100ul PrP,
20,00 S0ug/mL,
’ 10%MeOH
0,00
/O J J \ /'/ 452’
\0, ‘\Qf “G, < 2, \0, \0/ \‘\0, \0/

Graf 1 Opakovatelnost pripravy modifikovaného rGO sorbentu pre SPE, porovnanie
vytaznosti jednotlivych Sarzi pri pouziti propylparabenu ako modelového analytu
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Po prevedeni experimentu bolo dokazané, ze pri pouziti prvej Sarze rGO@sil
sorbentu boli dosiahnuté¢ vynikajice vysledky, pri INJ a W bol analyt zadrziavany
na kolonke aE bola dosiahnutd viac ako 90 9% vytaznost. Zatial co,
pri druhej a tretej Sarzi bolo pri W stratenych 62 % a 57 % analytu a E bola dosiahnuta
26% a 24% vytaznost analytu (vid’ Graf 1).

Pri pouziti prvej Sarze rGO@sil sorbentu pre SPE bola pozorovand lepsia
adsorpna schopnost materialu pri  porovnani s nemodifikovanym sorbentom
(aminosilikagél). Vysledky experimentu tak preukazali, ze priprava rGO@sil materialu
prebehla uspesne.

Priprava avSak neposkytovala reprodukovatel'né vysledky, pretoze nebolo

pozorované rovnakeé reten¢né spravanie PrP v druhej a tretej pripravenej Sarzi.

6.4 Hodnotenie vplyvu experimentalnych podmienok na extrakénu
vytaznost’

Dalsim cielom bolo hodnotenie experimentilnych podmienok na extrakénd
vytaznost’ pri pouziti novo pripraveného sorbentu, v tomto bode bol kladeny doraz
na dva podciele. Po prvé, bol hodnoteny vplyv typu eluéného c¢inidla na extrakéni
vytaznost, vtomto bode bola SPE prevadzana vo vodnom prostredi, teda
pri neutralnom pH. Po druhé, bol skimany vplyv pH na retencnti schopnost’ sorbentu
a extrak¢nu vytaznost’ analytu. Vplyv pH, pri ktorom bola prevddzand extrakcia sa
rozumie pouzitie vody alebo tlmivého roztoku (aménno-octanového, pH 3,5 alebo
TRIS, pH 8) pri kondicionacii, naneseni vzorky a premyvani kolonky. SPE
v neutrdlnom, kyslom a bazickom prostredi bolo prevedené podl'a postupu v kapitole

5.6.

6.4.1 Vplyv vyberu elu¢ného ¢inidla na extrakénu vyt'aznost’

Vplyv vyberu eluéného ¢inidla na extrakénu vytaznost propylparabenu vo vodnom

prostredi (pH 7.00)

SPE bolo prevadzané vo vodnom prostredi, pri neutrdlnom pH, rGO@sil sorbent
bol pouzity ako SF. Po INJ a W bol analyt Uplne zadrzany na kolonke. Acetonom (2 ml)
bola dosiahnuté elucné vytaznost’ v priemere 83 % a s MeOH (2 ml) 91 % (vid’ Graf 2).
Vysledky experimentu ukazali, Ze najvhodnej$imi eluénymi ¢inidlami pre PrP boli

MeOH aj aceton.
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Vd’aka dostato¢ne silnym 7 — m interakciam medzi rGO@sil sorbentom a PrP bol
analyt zadrzany na kolonke v priebehu INJ a W. Obe pouzité organické rozpustadla
v priecbehu E dostato¢ne oslabili tieto vézby, ¢im bol analyt vymyty z kolonky.
Z dovodu vysSej vytaznosti o 8 % bol MeOH pouzivany ako 1. vol'ba elu¢ného ¢inidla

v d’alSich experimentoch s PrP.

120,00
(%)
100,00
80,00
E1+E2: 2mL MeOH
0000 m E1+E2: 2mL aceton
102,69
: b ®W:1mL H20
40,00 76,70
m INJ: 100ul PrP,
0,
20,00 50ug/mL, 10%MeOH
0,00

1G 2 04 1G 205 1G 1 13 1G 3 01 1G 2 03 1G 2 06
Graf 2 Vplyv vyberu elucného cinidla na extrakcnu vytaznost propylparabenu

Vplyv vvberu eluéného ¢inidla na extrakéna vytaznost metoprololu vo vodnom

prostredi (pH 7.00)

SPE bolo prevadzané vo vodnom prostredi, pri neutralnom pH, rGO@sil sorbent
bol pouzity ako SF. INJ bol zadrzany na sorbente. V priebehu W kolonky bolo
stratenych v priemere 37 % analytu. Na E analytu boli vyuZzité tri organické
rozpustadla, ato aceton (EI, 1 ml), MeOH (E2, 1 ml) a NH3/MeOH (E3, 1 ml).
Extrakéna vytaznost’ v pripade kombinécie elu¢nych ¢inidiel bola 48 %, v pripade
samotného MeOH bola 47 %. Vysledky experimentu preukdzali, Ze pouzitie
kombinécie elu¢nych cinidiel bolo rovnako vyhodné ako pouZzitie samotného MeOH
(vid’® Graf 3). Pri d’alSich SPE s nadvédznostou na metoprolol bol pouzity MeOH ako
vychodiskové elu¢né ¢inidlo.

Medzi metoprololom a modifikovanym rGO sorbentom boli vytvorené
nedostatocne silné vizby, z tohto dovodu bol analyt vymyty uz v priebehu premyvania
kolonky. V d’alSej casti diplomovej prace bol preto skimany vplyv zniZenia/zvySenia

pH na retenciu analytu v priebehu nanasania a premyvania kolonky (vid’ kapitola 6.5.2).
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Graf 3 Vplyv vyberu elucného cinidla na extrakcnu vytaznost metoprololu

Vplyv vyberu eluéného ¢inidla na extrakénu vytaznost ibuprofenu vo vodnom prostredi

(pH 7.00)

SPE bolo prevadzané vo vodnom prostredi, pri neutralnom pH, rGO@sil sorbent

bol pouzity ako SF. INJ bol zadrzany na kolénke. V priebehu W koléonky bolo
stratenych v priemere 6 % modelového analytu. Po pridani 2 ml MeOH (E1+E2)
na kolénku 1G_2 07 bola pozorovana nedostato¢na elticia analytu (10 %), z dovodu
vytvorenie silnych interakcii medzi IBU arGO@sil sorbentom. Po pridani 1 ml
NH3/MeOH (E3) bola elu¢na vytaznost’ zvySenda o 83 % (vid Graf 4). Alkalické
podmienky boli priaznivé pre ionizdciu IBU, ¢im bola oslabend afinita analytu
k rGO@sil, atym bola ulahcend E analytu. Nasledne bola na kolonkadch 1G 3 02
alG 2 08 overend sila 1 ml ONH3/MeOH. Vysledky experimentu ukdzali, Ze toto
¢inidlo je dostatocne silné, pretoze bola dosiahnutd 76% elu¢na vytaznost’ (vid’ Graf 4).
Z tohto dovodu bolo dané ¢inidlo zvolené ako vychodiskoveé pri d’alSich SPE s IBU ako

modelovym analytom.
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Graf 4 Vplyv vyberu elucného cinidla na extrakcnu vytaznost ibuprofenu

6.4.2 Vplyv pH na reten¢né vlastnosti sorbentu a extrak¢éni vyt’aZznost’ analytu

Vplyv pH na retenéné vlastnosti sorbentu a extrakénu vyt'aznost’ propylparabenu

Znizenim pH kondicionacie kolonky prostrednictvom amoénno-octanového
timivého roztoku (pH 3,5) bolo stratenych 7 % PrP v priebehu W kolonky, pretoze
neboli vytvorené dostatoCne silné vdzby medzi sorbentom a analytom. Po pridani
MeOH (E1+E2, 2 ml) bola dosiahnutd 67% elu¢na vytaznost. Na E boli pouzité d’alSie
dve Cinidla s cielom zvysit extrakénu vytaznost. Po naneseni 1 ml NH3/MeOH (E3)
a 1 ml CH3COOH/ MeOH (E4), bola vytaznost zvySena len o 2 % (zvlast’ pre E3 a E4)
(vid’ Graf'5).

Podobny priebeh bol zaznamenany aj v pripade zvySenia pH vzorky
a premyvacieho Cinidla prostrednictvom TRIS (pH 8,0). V priebehu W kolénky bolo
stratenych 8 % analytu a po E MeOH (E1+E2, 2 ml) bola dosiahnutd 75% vytaznost’
(vid’ Graf'5).

Vysledky experimentu ukdzali, ze v pripade neutrdlnych latok (PrP) bola
najvyhodnej$ia neutradlna kondicionacia SPE, a teda aj nanesenie vzorku rozpustené¢ho
vo vode a premytie kolonky vodou. V priebehu INJ a W bol analyt zadrZzany na kolonke

a extrak¢éna vytaznost’ presahovala 95 %.
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Graf 5 Vplyv pH na retenciu a extrakcénu vytaznost propylparabenu

Porovnanie retenénej schopnosti propylparabenu a nizSieho analogu metylparabenu

pri prevadzani SPE s pouzitim rGO ako stacionarnej faze

Dalsim krokom pri sledovani eluénych podmienok PrP (pKa 8,5) bolo jeho
porovnanie s niz§im analagom, MeP (pKa 8,5). SPE bolo prevdadzané v neutrdlnom
(vodnom) prostredi, MeOH bol zvoleny ako elu¢né ¢inidlo.

Vysledky experimentu ukazali, ze v priemere 4 % MeP boli eluované uz
v priecbehu W kolonky, zatial' ¢o PrP bol cely zadrzany na kolonke (vid® Graf 6).
Napriek tomu, Zze 4% strata v priecbehu W nebola uplne signifikantnd, pri¢inou tohto
rozdielu bol krat$i postranny uhlikovy retazec MeP v porovnani s PrP (vid’ Obr. 15),
a teda slabsie vizby s rGO@sil sorbentom ako SF.

CH,

CH
O O/\/ .

HO

HO

Metylparaben Propylparaben

Obr. 15 Struktiiry metylparabenu a propylparabenu
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Graf 6 Porovnanie extrakcnych vytaznosti propylparabenu a jeho nizsieho analogu
metylparabenu vo vodnom prostredi (pH 7,00)

Vplyv pH na retenéné vlastnosti sorbentu a extrakéntl vytaznost’ metoprololu

Pouzitie amonno-octanového tlmivého roztoku (pH 3,5) namiesto vody
pri kondicionécii kolonkybolo pre retenciu analytu na rGO@sil sorbente nevyhodné.
V priebehu W kolonky bolo vymytych 42 % analytu. E metanolom (E1+E2, 2 ml) bola
dosiahnuta 12% vytaznost’ (vid’ Graf 7).

Vo vodnom prostredi bola pozorovana 42% strata analytu v priebehu W
koldonky, eluciou MeOH bola dosiahnuta 44% vytaznost’ (vid’ Graf 7).

NajvyhodnejSie podmienky pre MET bolo pozorované v prostredi TRIS
tlmivého roztoku. V priebehu W kolonky bolo stratenych 20 % metoprololu. Eluciou
MeOH (E1+E2, 2 ml) bola dosiahnuta 51% vytaznost, avSak po pridani
1 ml NH3/MeOH (E3, 1 ml) bola elu¢na vytaznost’ zvysend o 12 % (vid’ Graf 7).

Gudarzi vo svojej §tadii uvadza: ,ZvySenim pH o1 alebo 2 jednotky
nad hodnotu pKa rGO sorbentu (pKa 8,00) vedie k tplnej ionizacii kyslikatych
funkénych skupin.* (47)

V priebehu experimentu bolo pozorované postupné zvysenie retencie analytu na
modifikovanom rGO sorbente pomyselnym zvySovanim pH prostredia, v ktorom sa

SPE prevadzala (amonno-octanovy tlmivy roztok, voda, TRIS).
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Vplyv pH na retenéné vlastnosti sorbentu a extraként vytaznost’ ibuprofenu

Po kyslej kondiciondcii sorbentu, v priebehu W bolo stratenych v priemere 5 %
analytu a eltciou (E1, 1 ml 0,1M amoniaku v MeOH (5:95, v:v)) bola dosiahnutd 73%
vytaznost'. V snahe zvysit' vytaznost’, a teda oslabit’ vizby medzi analytom a rGO@sil
sorbentom, bolo na kolonku nanesené d’alSie elu¢né cinidlo CH3;COOH/MeOH
(E3, 1 ml), avSak vytaznost bola zvySend o 2 %. Po neutrdlnej kondicionacii sorbentu,
v priebehu W bolo stratenych 6 % analytu a eliciou bola dosiahnuta 77% vytaznost’
(vid’ Graf ' 8).

Po bazickej kondiciondcii, bolo po premyti kolonky 1 ml TRIS stratenych
v priemere 62 % IBU. Eluciou 1 ml MeOH a 1 ml NH3/MeOH (E1+E2) bola dosiahnuta
10% vytaznost’ (vid’ Graf 8).

NajvyhodnejSie podmienky pre IBU boli pozorované v neutrdlnom prostredi,

kvoli nizsej strate v priebehu W kolonky a vysSej vytaznosti v priebehu elucie analytu.
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Graf 8 Vplyv pH na retenciu a extrakcénu vytaznost ibuprofenu

6.5 Porovnanie rGO a komer¢ného materialu

Poslednym cielom tejto diplomovej prace bolo porovnanie pripravené¢ho
rGO@sil sorbentu s komeréne dostupnymi SPE kolonkami. Konkrétne sa jednalo
aminosilikagél (kolonky SPE Strata NH2 1 ml, 20 + 0,15 mg (Phenomenex, USA))
a Cig modifikovany silikagél (kolonky SPE Supelco C18 1 ml, 100 mg (Sigma-Aldrich,
Nemecko)). Pre kazdu latku boli vybrané najvhodnejsie extrak¢né podmienky, tak aby

bola dosiahnuta najvyssia vytaznost.

Propylparaben

Vysledky experimentu ukazali, Ze v pripade PrP bolo pouzitie rGO@sil ako
sorbentu pre SPE rovnako vhodné ako pouzitie Cigs modifikovaného silikagélu,
najmenej u€inny bol aminosilikagél.

Cis modifikovany silikagél a a rGO@sil su sorbenty, ktoré su vyuZivané
v separacnom moéde RF, si vhodné pre extrakciu nepolarnych analytov, ktoré sa
zadrziavaju hydrofobnymi interakciami. PrP tak vytvaral dostatocne silné vizby
stymito  sorbentmi, zadrziaval sa pri  INJ a W na  kolénke
(vid’ Graf 9). V priebehu E metanol vizby medzi PrP a sorbentmi oslabil, ¢im doslo
k vymytiu analytu. Elu¢né vytaznost pri pouziti rGO@sil sorbentu siahala az k 100 %,

pri pouziti Cig modifikovaného silikagélu bola 87 % (vid’ Graf 9). Pri¢inu tohto rozdielu
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si vysvetlujeme vd’aka vel'kému povrchu rGO a delokalizovanému systému « elktrénov,
ktory zohraval dominantna ulohu pri tvorbe © — m interakcii medzi rGO a aromatickymi
molekulami.

Je nutné poukazat’, ze SPE bolo prevadzané s néplnou koldniek 20+0,15 mg
rGO@sil sorbentu a 100 mg Cis modifikovaného silikagélu. Na dosiahnutie
optimalnych vysledkov bola potreba vicSiecho mnozstva sorbentu pri pouziti
komer¢ného materialu pre SPE (Cis modifikovaného silikagélu) ako pri pouziti
rGO@sil sorbentu.

Aminosilikagél je typ sorbentu, ktory sa pouziva v separacnom mode NF
pre SPE, je vhodny pre polarnejSie analyty, ktoré st zadrziavané hydrofilnymi
interakciami. PrP vytvéaral slabé vézby s aminosilikagél sorbentom, preto bolo
zadrziavanie PrP na sorbente vel'mi nizke a dochédzalo k strate analytu uz v priebehu
INJ a W kolonky (71 %) a elu¢nd vytaznost’ dosiahla len 6 % (vid’ Graf 9).

Na zéklade rozdielneho spravania sa sorbentov NHasil a rtGO@sil bol dokézany
uspesny priebeh pripravy rGO@sil. Bola pozorovana zvySena adsorpcna vlastnost,
pretoze v pripade rGO@sil bol analyt uplne zadrZzany na kolonke, zatial o
pri neupravenom materiali bolo stratenych viac ako 70 % analytu (vid’ Graf 9).

Kolonky s rGO@sil sorbentom a aminosilikagélom boli naplnené rovnakym

mnozstvom, a to 20 + 0,15 mg.
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80,00
6,86 6,30 E1+E2: 2 mL MeOH
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Graf 9 Porovnanie extrakcnych vytaznosti pri pouZiti modifikovaného rGO a
komercnych materialov ako sorbentov pre SPE, modelovy analyt: propylparaben, pH:
7,00 (SPE prevadzané vo vodnom prostredi)
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Metoprolol

Pre MET boli vybrané¢ podmienky prace v zasaditom prostredi. Vysledky
experimentu ukézali, Ze pre MET bolo pouzitie rtGO@sil ako sorbentu pre SPE mene;j
vyhodné ako pouzitie komer¢ného Cigs modifikovaného silikagélu a zaroven viac
vyhodné v porovnani s aminosilikagélom. Pri pouziti rtGO@sil dochadzalo k 20% strate
v pricbehu INJ a W kolonky, eluénd vytaznost dosahovala 63 %. V pripade
Cis modifikovaného silikagélu sa MET zadrziaval na kolonke pri INJ a W, k jeho
vymytiu doSlo az v priebehu E, vytaznost ¢inila 65 % (vid’ Graf 10). Elu¢né vytaznost’
bola porovnatel'nd medzi tymito dvomi typmi SF, ale v pripade rGO@sil sorbentu bola
celkova extrakéna vytaznost’ vyssia ako pri Cig modifikovanom silikagéle.

Modifikaciou aminosilikagélového sorbentu redukovanym grafén-oxidom sa
zvysila adsorpna schopnost’” materidlu 0 46% v priebehu W, atym bola zvySena
extrakéna vytaznost MET z povodnych 6 % (NHazsil) na 62 % (rGO@sil) (vid® Graf
10).
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rGO@sil C18 NH2sil pH 8,00
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wE3+ E4: 2 mL
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Graf 10 Porovnanie extrakcnych vytaznosti pri pouziti modifikovaného rGO a
komercnych materialov ako sorbentov pre SPE, modelovy analyt: metoprolol, pH:
8,00 (SPE prevadzané v TRIS tlmivom roztoku)
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Ibuprofen

V pripade pouzitia komeréného Cig modifikovaného silikagélu bol analyt uplne
zadrzany na kolonke, elu¢na vytaznost zmesou NH3/MeOH (E1, 1 ml) bola v priemere
85% (vid’ Graf 11).

V pripade pouzitia rGO@sil sorbentu bolo stratenych 5% analytu, elu¢na
vytaznost zmesou NH3:/MeOH ) (E1, 1 ml) bola 75 %. V snahe oslabenia vézieb
medzi IBU aupravenym rGO sorbentom bola pouzita zmes CH3;COOH/MeOH
(E3, 1 ml), elu¢na vytaznost’ bola zvySend o2 %. Bola dosiahnutd 82% celkova
extrakénd vytaznost' (vid’ Graf 11).

Pouzitim rGO@sil sorbentu boli dosiahnuté porovnatelne dobré vysledky ako
pri pouziti modifikovaného silikagélu Cis.

Aj vtomto pripade bola potvrdend uspeSnost’ pripravy rGO@sil sorbentu
na zaklade porovnania spravania sa nemodifikovaného (NHbasil) a modifikovaného

I S1 materialu. ricocnu 010 adsorbovanyc (0] o Vviac analytu
(tGO@sil) iAlu.  V pricbchu W bolo adsorbovanych 026 % vi ly

100,00
(%)
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na upravenom materiali, ¢im bola zvySena aj vytaznost’ extrakcie (vid’ Graf 11).
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Graf 11 Porovnanie extrakcnych vytaznosti pri pouziti modifikovaného rGO a
komercnych materialov ako sorbentov pre SPE, modelovy analyt: ibuprofen,, pH:
3,50 (SPE prevadzané v amonno-octanovom tlmivom roztoku)
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7 ZAVER

V tejto diplomovej praci bola pripravena modifikovana staciondrna faza pre SPE
zalozena na graféne. Priprava sorbentu spocivala v naviazani GO platov
na aminosilikagél prostrednictvom amidovej vizby medzi karboxylovymi skupinami
GO a aminoskupinami silikagélu s naslednou hydrazinovou redukciou GO. Bol tak
vytvoreny rGO@sil sorbent.

Celkovo boli  pripravené¢ tri  Sarze rGO@sil sorbentu.  Avsak
po prevedeni SPE s pouzitim jednotlivych Sarzi nebolo pozorované rovnaké retencné
spravanie modelového analytu (PrP). Ztohto doévodu priprava neposkytovala
reprodukovatel'né vysledky.

Prvé Sarza rGO@sil sorbentu pre SPE bola zvolena pre $tadium jeho vlastnosti,
pretoze pri jej pouziti nedochédzalo k strate analytu v priebehu nanesenia vzorky
a premyvania aeluénd vytaznost dosahovala k 100 %. Modifikacia prvej Sarze
rGO@sil sorbentu bola pravdepodobne najuspesnejsia. Okrem PrP boli zvolené d’alsie
dva modelové analyty s rdznymi fyzikalno-chemickymi vlastnostami, a to IBU a MET.

Bol Studovany vplyv eluéného cinidla na extrakéni vytaznost a vplyv pH
na retencnu schopnost’ rGO@sil sorbentu a extrakénti vytaznost’ analytov. Najvyssia
extrak¢nd vytaznost’ bola dosiahnuta eliciou metanolom v pripade PrP a MET a eluciou
zmesi amoniaku v metanole v pripade IBU. NajlepSie podmienky na retenciu analytu
a extrakénl vytaZnost boli pozorované pri neutrdlnej kondiciondcii v pripade
neutralnych (PrP) akyslych latok (IBU), apri bazicke; kondicionacii v pripade
zasaditych latok (MET).

Pouzitim rGO@sil sorbentu ako SF pre SPE bol preukazany zmieSany retencny
mechanizmus rGO. Analyty boli pravdepodobne adsorbované velkym Specifickym
povrchom, interagovali prostrednictvom m — m interakcii a hydrofébnemu efektu.
rGO@sil sorbent tak poskytol sI'ubné vysledky pre d’alsi vyvoj materidlov zalozenych
na graféne.

Pri porovnani sorbentov pouzivanych v separaénom moéde RF, teda rGO@sil a
modifikovany silikagél Cis, boli dosiahnuté porovnatelne retencie analytov na sorbent
v priecbehu premytia kolonky a vysoké eluéné vytaznosti analytov. AvSak je treba
podotknut, Ze na dosiahnutie tychto vysledkov bolo pouzité pédtnasobne mensie
mnozstvo rGO@sil sorbentu, ¢im bol dokdzany jeho velky Specificky povrch.

Nemodifikovany aminosilikagél je pouzivany v separacnom mode NF, pri jeho pouziti
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neboli vytvorené dostato¢ne silné vizby medzi organickymi nepoldrnymi zlic¢eninami
a sorbentom. Dochadzalo k vysokej strate analytu uz v priebehu premytia kolonky.
Vysledky experimentov v ramci diplomovej prace dokdzali, ze modifikacia
silikagél sorbentu rGO (rGO@sil) pre SPE prebehla uspesne. Hlavnym dokazom tohto
tvrdenia bolo porovnanie spravania sa analytov na aminosilikagéle a na vytvorenom
rGO@sil sorbente. Diplomova praca bola pilotnym experimentom pre modifikované
sorbenty grafénom pre SPE, vysledky prace sa stani dobrym zékladom pre d’alsi vyvoj

a vyskum novych materialov.
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