Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

MODERNI EXTRAKCNI TECHNIKY VE SPOJENI S HPLC PRO
ANALYZU KONTAMINANTU

Disertaéni prace

Skolitel: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.
Konzultant: PharmDr. Ivona Lhotska, Ph.D.

2023 Mgr. Aneta Kholova






Rada bych zde podékovala svému $koliteli, prof. RNDr. Daliborovi Satinskému,
Ph.D., za nabidku doktorského studia pod jeho vedenim. Jsem moc vdécna za jeho klid,
trpélivost, podporu a velkou ochotu pomoci v nouzi. Bez toho v§eho a cennych odbornych
rad bych nikdy nedosla az do tohoto cile. Dékuji také své konzultantce PharmDr. Ivoné

Lhotské za jeji velkou pomoc a podporu, pracovni 1 osobni, za vstficnost a mila slova.

Pod¢kovani patii i kolegim z Katedry analytické chemie za vlidné pfijeti po celou
dobu mého studia. Za ptijemnou atmosféru, znalosti a zkusSenosti, které jsem od vas ziskala.
Dé&kuji za pratelstvi, kterd jsem zde navazala. Nase spolecné zazitky a vzpominky jsou

dulezitou ¢asti mého Zivota.

Velky dik patii 1 celé mé rodin€, ktera mé pln€ podporovala a vytvarela potiebné
zézemi a klid po celou dobu mého studia. Pod¢kovani patii i Honzovi a prarodi¢tim, ktefi
nekdy az s vypétim vSech sil spolupracovali na hlidacim plédnu a vlastn€ i synovi, Ze byl

hodny a nechal mi dostatek ¢asu toto studium dokoncit.

Bez vsech téchto zminénych bych nemohla dojit takhle daleko a sepsat tuto praci,

ktera shrnuje mé védecké snazeni. Na celé toto obdobi budu vzdy rada vzpominat.

V neposledni fad€ d€kuji Technické univerzité v Liberci za poskytnuté materidly a
finan¢ni podpote z fondl Specifického vysokoskolského vyzkumu SVV 260 662, Grantové
agentury Univerzity Karlovy (projekty 321421, 1134119 a 146619), Grantové agentury CR

(projekt 20-19297S) a projektu STARSS (Reg. No. CZ.02.1.01/0.0/0.0/15_003/0000465).






ProhlaSuji, Ze tato prace je mym puvodnim autorskym dilem, které jsem
vypracovala samostatn¢ pod vedenim svého Skolitele a konzultanta. Veskera literatura a
dalsi zdroje, z nichz jsem pfi zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouZzité literatury

a v praci fadné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

V Hradci Kralové Mgr. Aneta Kholova






ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Mgr. Aneta Kholova

Skolitel: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.

Konzultant: PharmDr. Ivona Lhotska, Ph.D.

Nazev disertacni prace: Moderni extrakéni techniky ve spojeni s HPLC pro analyzu

kontaminantu

V piedlozené disertacni praci je prezentovan komentovany soubor Sesti publikaci
zamétujicich se na vyuZiti a vzajemné porovnani extrakénich sorbentll k analyze
kontaminujicich latek v potravinach a v potravinovych doplicich. Hlavnim cilem bylo
predstavit nanovlakenné materidly jako vhodny extrakéni sorbent pro vyuziti v analytické
chemii. Pro tento ucel byla vldkna porovnavana s dalSimi, vétSinou komerénimi
extrakénimi sorbenty vhodnymi pro testovany typ matrice. VSechny experimenty byly
provadény v on-line zapojeni extrak¢niho sorbentu pies selekéni ventil s analytickou
kolonou v chromatografickém pfistroji. Nedilnou soucésti bylo i1 vyuziti zjiSténych

extrak¢nich vlastnosti nanovlaken pfi analyze realnych vzorki.

Nejdfive byla studovana extrakéni u¢innost na jednoduchych kapalnych matricich,
kde neni potieba slozité preciSténi matrice a hlavnim cilem je dostate¢né zadrzeni a
zakoncentrovani analytii. Pro porovnani s nanovlakny byla k Gpravé matrice Tokajského
vina pro stanoveni mykotoxinll zvolena C18 komer¢ni pfedkolona a molekularné vtisténé
polymery. Ziskané poznatky byly nasledn¢ vyuzity pro testovani vldken v komplexnich
matricich, jako jsou kravské a rostlinnd mléka, kterd obsahuji Siroké spektrum latek. U
téchto matric bylo nutné odstranit i velké mnozstvi interferujicich makromolekularnich
latek za soucasné retence analytll. Tyto vlastnosti pak délaji z nanovlaken slibné sorbenty

1 pro sloZzité matrice.

Siroké portfolio vladken bylo otestovano v rozsahlé studii. Soucasti této srovnavaci

studie bylo otestovat samotnd vldkna rtiznych typii vyroby i funkcionalizovand vldkna



potazena oxidovanym grafenem nebo polyfenoly ¢i hybridni vldkna s pfiméesi grafenu.
V této studii byly testovany S§ir§i moznosti jejich vyuziti v environmentalni analyze ¢i pfi

analyze biologickych vzorki.



ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Mgr. Aneta Kholova

Supervisor: prof. RNDr. Dalibor Satinsky, Ph.D.
Co-Supervisor: PharmDr. Ivona Lhotska, Ph.D.

Title of dissertation thesis: Modern extraction techniques in connection with HPLC for

analysis of contaminants

A compilation of six publications is presented in this dissertation thesis. The work
focuses on applying and comparing extraction sorbents to analyze contaminating
substances in food and food supplements. The main aim of this thesis was to present micro
and nanofibers as suitable extraction sorbents for use in analytical chemistry. For this
purpose, the fibers were compared with other, mostly commercial, extraction sorbents
suitable for the type of matrix tested. All experiments were carried out in the on-line
connection of the extraction sorbent through the selection valve with the analytical column
in the chromatographic system. A crucial part was also the use of the extraction properties

of nanofibers for the analysis of real-life samples.

In the first part, the extraction efficiency was studied on liquid matrices, where no
need for complex matrix purification was required. The main aim was sufficient retention
and preconcentration of analytes. For this purpose, commercial C18 pre-column and
molecularly imprinted polymers were selected for comparison with nanofibers for the
treatment of the matrix of Tokaj wine before the determination of mycotoxins. The
knowledge was subsequently used to test fibers in complex matrices, such as bovine milk
and plant-based beverages, which contain many other substances. With these matrices,
removing a large amount of interfering macromolecular substances was also necessary
while simultaneously retaining the analytes. These properties then make nanofibers

promising sorbents even for complex matrices.

A wide portfolio of the fibers has been tested in an extensive study. Part of this

comparative study was to test neat fibers of different types of fabrication as well as the



fibers functionalized by oxidized graphene, polyphenols or hybrid fibers with graphene
admixture. This part of dissertation thesis tested the wider possibilities of their use in

environmental analyses or the analysis of biological samples.
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alternating-current electrospinning, elektrostatické zvlakiiovani vyuzivajici
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alkyl-diol-silica sorbent

association of official analytical collaboration

citrinine, citrinin

direct-current electrospinning, elektrostatické zvlaknovani vyuzivajici
stejnosmérny proud

graphene nanoplatelets, grafenové nanovrstvy

high performance liquid chromatography, vysokouc¢inna kapalinova

chromatografie

internal surface reversed-phase, materidl s vnitinim hydrofobnim povrchem
liquid-liqud extraction, extrakce z kapaliny do kapaliny

microextraction by packed sorbent, mikroextrakce pomoci tuhého

baleného sorbentu

molecularly imprinted polymer, molekularné vtistény polymer

molecularly imprinted solid phase extraction, extrakce na tuhou fazi

molekularné vtisténymi polymery

mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie
non-imprinted polymer, nevtistény polymer
normal-phase system, systém normadlnich fazi
ochratoxin A

ochratoxin B

polyamide, polyamid

polyacrylonitrile, polyakrylonitril

polybutylene terephthalate, polybutylentereftalat
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ultra-violet spectrum, ultrafialova oblast spektra
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1. Uvod

Nedilnou soucasti vétsiny analytickych laboratornich postupt je prava vzorku pred
analyzou. VSechny biologické ¢i potravinové vzorky po pfijeti do laboratoie je potieba pied
analyzou upravit a selektivné izolovat analyty z matrice. Pii Gpravé vzorku dochazi
k zakoncentrovani cilovych analytt, izolaci a precisténi od balastnich latek matrice, které
jsou nevhodné pro laboratorni instrumentaci a tim se zabrani pfipadnému poskozeni
analytického pfistroje. Tato pre-analyticka faze je nejrizikovejsi ¢asti celé analyzy vzorku
a mize zpusobovat chyby a ztraty analytii. Tento krok ovSem na druhou stranu zvysuje
citlivost a selektivitu méfeni nebo také umoziuje piipadnou derivatizaci stanovovanych

analyth pted jejich detekci.

K upravé komplexnich vzorkii se nejCastéji pouzivaji rtizné extrakéni metody.
Jednou z nejcastéji pouzivanych technik pro laboratofe vSech zaméfeni je extrakce na
tuhou fazi (SPE). Jedna se o univerzalni metodu s dobrou vytéZnosti a nizkou spottebou
organickych rozpoustédel. SPE je nejcasteji pouzivana pii zpracovani kapalnych vzorkd,
piedev§im pro extrakci stfedné t€kavych a netékavych latek. Pfi prvnim kroku dochazi
zaroven k zakoncentrovani analytli a odstranéni nezadoucich latek, které rusi nasledna

analytickd stanoveni.

Jedna se o pomérn¢ jednoduchou techniku, jejiz podstatou je zachyceni molekul
latky na tuhém sorbentu, ptes ktery protéka vzorek na zdklad¢ rozdilné afinity matrice a
analytu. Pouzivaji se nepftiliS drahé extrakéni kolonky ¢i disky na jedno pouziti o
nejruznéjSich velikostech a néplnich sorbentli. Mezi nejcastéjsi sorbenty patii chemicky
modifikované silikagely, polymery ¢i kombinace téchto materiald. Velkou vyhodou

metody je moZnost jeji automatizace a jeji vyuziti jak v off-line, tak i v on-line zapojeni.

Technika on-line extrakce umoZznuje nastfik neupravovaného vzorku piimo na
extrakéni predkolonu v chromatografickém systému. Vysokou¢innd ¢i ultra-G¢inna
kapalinovd chromatografie je diky své vysoké uCinnosti, dobré opakovatelnosti a
robustnosti nejastéji pouzivanou separacni metodou. Tento moderni trend spojeni
extrak¢ni techniky a chromatografické separace ddva vzniku spolehlivé metody pro rychlou
analyzu riznych vzorkl. Proto i velmi komplexni ¢i toxické vzorky mohou byt davkovany
do SPE-HPLC systému s minimalni ¢i zddnou Upravou a tim je mozné omezit kontakt

personalu s potencialné nebezpe¢nymi vzorky.
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Soucasnym pozadavkem moderni doby je hledani novych pokrocilych sorbentt
vykazujicich lepsi selektivitu, vyssi extrakéni ucinnost pro SirSi spektrum latek, zkraceni
Casu pro uUpravu vzorku, a také hlavné vyvoj opakované pouzitelnych sorbentii. Imuno-
sorbenty, materidly s omezenym pfistupem, magnetické Castice, molekuldrné vtisténé

polymery ¢i nanomaterialy maji velky potencial tyto pozadavky splnit.

Nanomaterialy jsou jiz nékolik let v experimentalnich laboratofich intenzivné
studovany pro vyuziti v riznych odvétvich védy a v biotechnologickych aplikacich. AvSak
1 v analytické chemii se nabizi jejich vyuziti jako slibné extrakéni sorbenty. Jejich
vlastnosti zahrnujici stabilitu, nizké cenové naklady, reprodukovatelnost a opakovatelnost
extrakce spliiuji prisna kritéria dnesni doby, v€etné mozné plné automatizace. Testovani a
studium téchto nanovldkennych sorbentl vyuziva jejich pozitivnich vlastnosti a snazi se
piijit na fesSeni jejich slabsich stranek. Od prvotniho off-line zapojeni se nanovlakna zacala
také vyuzivat na plnéni extrakénich chromatografickych kolonek a tim dochazi k rozsiteni

jejich potencialu i v pfimém on-line spojeni se separa¢nimi technikami.

Porovnani ucinnosti raznych extrakénich sorbenti v on-line chromatografickém
provedeni je proto prezentovano v této praci. Zjisténi limitujicich faktort nanovldkennych
materidlii riizného zapojeni a testovani jejich €innosti pii extrakcich kontaminujicich latek

z odliSnych typi matric je proto logickym vyusténim ptfedlozené disertacni prace.
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2. Cil prace

Cilem této disertaéni prace, komponované jako komentovany soubor praci, je
predstavit nékolik chromatografickych metod porovnavajicich rtizné druhy on-line
extrak¢nich materiald pii analyze kontaminujicich latek v potravinach ¢i potravinovych

doplncich.

On-line extrakce jsou vyhodnym spojenim upravy vzorku a separace do jednoho
kroku. Nejpouzivangj$i metodou tohoto spojeni je on-line SPE HPLC, ktera mé vyhody ve
velké uspofe ¢asu, minimalizaci lidskych chyb, uspofe chemikalii a zjednoduSeni celého
procesu. V praci jsou popsany razné druhy uprav vzorkl, se kterymi se bézné
v laboratoftich pracuje, od konvencnich aZ po moderni trendy, které jsou Casto jesté ve fazi
vyvoje a zkoumani. On-line SPE extrakce patfi mezi moderni pfistupy k upravé vzorki a

je stale jesté ve fazi vyzkumu z ditvodu hledani feSeni jejich slabsich stranek.

Cilem predlozené disertacni prace je testovani ruznych, zejména nanovldkennych a
komer¢nich sorbentii, vhodnych pro pifimé zapojeni do HPLC systému a jejich vzajemné
porovnani. Stézejni Casti je testovani zakladnich parametrii extrakce pro upravu vzorku
pomoci nanovlakennych polymerti a porovnat jejich t€¢innost, chemickou a mechanickou
stabilitu s ostatnimi, jiz zavedenymi sorbenty pro on-line SPE HPLC. V této préci byly
pouzivany jednoduché kapalné vzorky pro zjiSténi extrakéni tuc¢innosti riznych
nanovlakennych polymert a jejich chovani ve vysokotlakych systémech. Pozdéji byla
naplnéni cilli prace byla Siroka Skala nanovlakennych polymera odlisné vyroby a slozeni
ptipravené ve spolupraci s Technickou univerzitou v Liberci. Bylo zjisténo, Ze zejména
zpusob produkce vldken ovliviiuje jejich primér, mechanickou stabilitu a uspotfddani
vhodné pro on-line extrakce. Tyto parametry ovliviiuji extrakéni ucinnost a pouze
dostate¢né pevna a mechanicky odolna vldkna mohou byt pouzita ve vysokych tlacich
v kapalinové chromatografii. Nej€astéji byly pro srovnavani pouZzivany velice selektivni
extrakéni sorbenty na bazi molekularné vtiSténych polymert (MIP). Dal§im sorbentem
zvolenym pro srovnani byly materidly s omezenym piistupem, vhodné k Upravam

komplexnich biologickych matric s vysokym obsahem protein.

Hlavnim cilem prace bylo pfedstavit nanovlakna jako plnohodnotny sorbent
schopny konkurovat komerénim sorbentliim vyuzivanym v on-line extrakcich. Nabidnout

vldkenné sorbenty jako moZnou alternativu a najit jejich uplatnéni v environmentalni ¢i
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biologické analyze s vyuzitim jejich dostatecné extrakéni ucinnosti a vysoké chemické

variability.
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3. Teoreticka cast

3.1. Kontaminujici latky

Predmétem této disertacni prace byl vyvoj chromatografickych metod pro stanoveni
cizorodych a kontaminujicich latek nejen v potravinach, ale i napojich, lécivech a
potravinovych doplicich. Klasifikace déli kontaminanty na primdrni (vnéjsi zdroje) a
sekundarni (vznik v potraving). PfiCina vyskytu cizorodych latek ve vzorku miize byt
rizna. Od nespravné vyroby a Spatného technologického zpracovani, tak nevhodnym
skladovanim jak dil¢ich surovin (Spatné skladovani obili a nasledny vyskyt mykotoxind ve
vyrobcich z nich), tak $patnym skladovanim findlnich produktt (napf. bisfenoly v mléce
skladovaném v plastovych lahvich). Dal$i z moZnosti miZe byt 1 pouZivani pesticidnich
piipravki, hnojeni a produkce toxickych latek od uSlechtilych plisni (Tokajska vina, syry

s uslechtilou plisni). Pfi¢iny jejich vyskytu mohou byt tedy naprosto odlisné.

Analyza téchto kontaminujicich latek je velice naro¢na také z toho diivodu, ze se ve
vzorcich nachézeji zpravidla ve stopovych mnozstvich. Proto je nezbytné pied analyzou
provést jesté dilezity prekoncentracni krok, ¢imz zvysime Sanci k detekci kontaminujici
latky. Dulezité je tedy zvoleni spravné a selektivni extrak¢ni metody. Ruku v ruce
s vybornou extrakéni technikou je 1 nutnost citlivé detekce (napt. fluorescencni vs. UV
detektor). Diulezitou pozici v analyze kontaminantii maji 1 univerzalni Sirokospektré
metody s hmotnostné spektrometrickym detektorem (LC-MS). Tyto metody jsou velice
finan¢né€ nakladné a pro rutinni analyzu ve vétSin€ laboratofi tedy hire dosazitelné, prestoze
pomahaji odhalit pfi jedné analyze velké mnoZzstvi cizorodych latek a identifikovat je
pomoci uréeni hmoty. Mlzeme proto v poslednich letech sledovat vzestupny trend pro
levnéj$i metody zamétfené na sledovani a analyzu uz$i cilené skupiny latek, nez na

univerzalni Sirokospektré metody [1, 2].

Sledovani cizorodych a kontaminujicich latek v celém potravnim fetézci, nejen
v potravinach, ale 1 v surovinach, je nezbytnou ¢innosti statnich laboratofi. Pokud dojde ke
zji$téni nadlimitniho vyskytu jakéhokoliv kontaminantu, musi laboratof podat hlaseni do
Systému rychlého varovani pro potraviny a krmiva (RASFF, Rapid Alert System for Food
and Feed). Tento systém je vyuzivan k ohlasSeni rizikovych potravin za ucelem jejich

stazeni z ob&hu a spole¢ného evropského trhu [3].
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Potravinova legislativa je oznaceni Sirokého spektra pravnich piedpist, které se z
ruznych hledisek dotykaji potravin. Lze sem zahrnout pfedpisy, které fesi problematiku
celého potravinového fetézce — od produkce potravinarskych surovin, pfes jejich
zpracovani, distribuci az po prodej kone¢nému spottebiteli. Patii sem napt. predpisy
regulujici kvalitu potravin, ochranu zdravi lidi, ochranu zivotniho prostfedi a hospodarské
a finan¢ni zalezitosti. Do legislativy, ktera fesi uzsi oblast bezpecnosti potravin, patii
predpisy regulujici rostlinnou a zivoc¢isnou produkci, predpisy tykajici se hygieny, sanitace
a spravné praxe pii zpracovani, skladovani, pfepravé 1 prodeji potravin, piedpisy
stanovujici limity mikroorganismu a limity Skodlivych latek [3, 4]. Pravé Evropska unie,
presnéji Evropsky ufad pro bezpec¢nost potravin (EFSA) stanovuje limity a maximalni
mnozstvi vyskytu a vydava zavazna nafizeni a pravni predpisy, kterymi se fidi jednotlivé
zemé, pricemz evropska legislativa je nadfazena narodni legislativé. Pokud urcita oblast
neni regulovana predpisy EU, miize si Clensky stat stanovit pravidla vlastni. V nékterych
zélezitostech EU umoznuje nebo pozaduje, aby Clenské staty ptijaly detailnéjsi predpisy.
Kromeé toho existuji v nékterych predpisech EU klausule s podminkami, pfi jejichz splnéni
mohou Clenské stity na vlastnim Uzemi upravit (zpiisnit, zmirnit ¢i rozpracovat do
podrobnosti) pozadavky piedpisi EU. O opravnénosti takovych uprav rozhoduji ptislusné
organy EU. K takovym upravam maji ¢lenské staty (véetnd CR) pravo se vyjadiit. Tento
pomérné slozity systém zajistuje, ze v ramci EU nejsou vytvafeny zbyte¢né piekazky
volnému pohybu osob, zbozi a sluzeb. Avsak do urcité miry tento systém také umoziuje

stanovit specifickd narodni pravidla [4].

3.2. Extrakce na tuhou fazi

Uprava vzorku je nedilnou souéasti celého procesu, kterym vzorek prochazi po
ptijeti do laboratofe, a pravé extrakeni techniky jsou nej€astéji pouzivanymi metodami [1].
Z diive pouzivané extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE, liquid-liquid extraction) se
v dnesni dobé& piechdzi na extrakci na tuhou fazi (SPE, solid-phase extraction), kterd vynika
findlniho produktu [1, 5]. Oblibu SPE metody zvySuje také Sirok4 nabidka komercnich
sorbentl a variabilita jejich uspofadani a zapojeni a tim 1 Sirokd aplikovatelnost na témef
vSechny druhy kapalnych matric a rozpusténych vzorkii. Volba vhodného sorbentu je

klicovym krokem kazdé ispéSné extrakce. Mezi nevyhody vSak patii casova a manudlni
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narocnost ¢i vysokd spotieba jednordzového laboratorniho materidlu, ¢imz vyvstava i

ekonomicky a ekologicky problém [5, 6].

SPE metoda funguje na principu adsorpce analytu na tuhém povrchu sorbentu.
Molekuly latky vzorku se zachytavaji na tuhém sorbentu v disledku mezimolekulovych
interakci, které je mozné rozdélit na hydrofobni, polarni a elektrostatické [5, 6]. Zachycené
analyty jsou pak ze sorbentu eluovany za pouziti organickych rozpoustédel nebo v ptipadé
on-line SPE HPLC zpét do mobilni faze [7]. Tento princip je pro svoji podobnost s HPLC
technikami Casto vyuzivan pravé v on-line spojeni separacnich a chromatografickych

technik.

3.3. Konvenc¢ni metody v SPE

Konven¢ni metody SPE jsou jiz dobfe zavedené, a proto patii mezi nejrozsifenc)si
extrakéni techniky v rutinni praxi, zejména pak v laboratofich s vysokou prostupnosti
vzorkt. Jejich technické uspotadani pro tspéSnou realizaci je jiz optimalizované, vyvoj a
validace metody neni nijak problematicka a sorbenty jsou komeréné dostupné. Zakladni
princip klasického uspotradani se bézn¢ sklada z péti krokti. Béhem prvniho kroku dochézi
k pfedipravé sorbentu jeho kondicionovanim pomoci vhodného rozpoustédla, které
odpovida typu pouzitého sorbentu a poté rozpoustédlem podobnym vzorku. Tim dochazi
k odstranéni zbytkl interferenci z vyroby a aktivaci pevné faze, kterd je piipravena na
davkovani vzorku. U reverznich fazi se pouzivaji polarni rozpoustédla misitelna s vodou,
a naopak u normalnich fazi je nutno pouzit rozpoustédla nepolarni. Po nadavkovani vzorku
je cilova skupina latek selektivné sorbovana k pevné fazi a nesorbované latky z matrice
prochazeji volné do odpadu. Nasleduje promyti sorbentu rozpoustédlem vhodnym pro tento
ucel, aby nevymylo latky, jez maji na sorbentu ziistat, ale naopak se odstranily zbytky
matrice. V této fazi by méla byt v sorbentu zachycena pouze cilova latka ¢i skupina latek,
proto poslednim krokem je jejich vymyti pomoci elu¢niho rozpoustédla. Pokud se ale toto
rozpoustédlo vyrazng lisi od promyvaciho roztoku v pfedchozim kroku, je potieba cely
sorbent pied eluci vysusit proudem inertniho plynu. Pfi eluci latek dochézi k selektivni

desorpci z pevné faze [8].
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Obrazek 1: Schéma extrakce na tuhou fazi

Pro extrakci na tuhé fazi se nabizi Siroka Skala sorbentd. Silikagelové sorbenty,
které jsou vSestranné s vysokou extrakcni ucinnosti a mechanickou odolnosti, se ¢asto také
pouzivaji k modifikacim kyano-, amino-, diolovymi skupinami ¢i pfipojenim uhlikatych
fetézci, pro extrakci nepolarnich latek. Nevyhodami silikagelll jsou sekundarni interakce a
chemicka nestabilita v roztocich o pH niz§im nez 2 a vy$sim nez 8 [8, 9, 10]. Dal§im typem
jsou hybridni (polymerni) sorbenty, které byly vyvinuty z diavodu piekonani limitace
silikagelu, a proto jsou v dnesni dob¢ schopné konkurovat silikagelu v oblasti chemické
stability [7]. Ko-polymery styrenu a divinylbenzenu jsou jedny z nejbéznéji pouzivanych
sorbentt, které se svymi modifikacemi umoziuji polarni, nepolarni i iontov¢ interakce [9].
Z dalSich typl sorbentil Ize uvést iontoméni¢e umoziujici extrakci kyselin a zéisad
z vodnych roztokii podle zdsad iontové vymény, smésné sorbenty, imunosorbenty c¢i

materialy zaloZené na uhliku.

Kromé mnoha typil néplni existuje 1 spousta moznosti usporadani celé extrakce.
Mezi nejznamé;jsi typ patii SPE kolonky vyrobené z plastu ¢i skla a dostupné v mnoha
velikostech [9, 10]. Tyto kolonky se pouZzivaji zejména pro mensi objemy vzorkl z divodu
omezeného priutoku a malého poméru prito¢né plochy. Dalsi moznosti jsou SPE disky
umoznujici vyuziti vysSich pratokovych rychlosti pfi dosazeni stejné extrakéni ucinnosti

diky velké pritocné plose, proto se mohou pouzivat pro vzorky s velkymi objemy [11].

22



Disky jsou tvotfeny bud’ velice hustymi sklenénymi vlakny se zakotvenou fazi nebo mohou
obsahovat pruznou PVC ¢i PTFE sit' s chemicky vazanou stacionarni fazi [12].
Mikrotitracni desticky byly pfedstaveny pro zvysSujici se poptavku po urychleni celé faze
extrakce. Kazd4 deska obsahuje 96, 384 nebo 1536 jamek pro samostatnou extrakci
velkého mnozstvi vzorkli. Muze se jednat o fixni ¢i flexibilni desticky podle moZznosti

sorbentti [12].

Mezi extrakce disperzni tuhou fazi patfi QUEChERS metoda, jejiz nazev je odvozen
ze slov Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe (rychlé, snadné, levné, odolné,
efektivni a bezpecné) a umoziuje snadnéjsi a méné nakladnou extrakci chemickych latek
v potravinach a enviromentalnich vzorcich [13]. Principem je extrakce latek méné
polarnich neZ voda, kterd probiha pomoci acetonitrilu za ptidavku anorganickych soli.
Extrakty jsou pfipraveny bez nebezpecnych odpadii a s vysokou vytéznosti, ale pii velkém
mnozstvi jednotlivych kroki, vyssi spotiebé chemikalii a za relativné dlouhou dobu

pfi porovnani s modernéjSimi extrakénimi technikami [13].

3.4. Moderni trendy v SPE

Kromé¢ hledani novych sorbentl je vyraznym trendem také vyvoj nového
uspotradani a miniaturizace celé extrakce, tzv. mikroextrakéni techniky [14]. Tyto techniky
jsou schopné pracovat s minimalnim mnozstvim vzorku, coz je velky piinos predevSim
v bioanalyze, a také s minimalni spotfebou organickych rozpoustédel. DalSim smérem
vyvoje extrakénich technik, krom¢ vyssi piesnosti a G¢innosti, je zajistit co nejvetsi

mnozstvi riiznych analytii v ramci jedné extrakce, snizit Cas a naro¢nost Upravy [12].

Pravé s malym mnozstvim vzorku pracuje SPME (Solid-phase microextraction),
jednoduchd a ucinnd technika pfipravy vzorku k analyze. Pouziva se kizolaci a
zakoncentrovani vzorku s minimdlni spotfebou organickych rozpoustédel, jako
miniaturizovand SPE metoda [15]. Mikroextrakce a izolace cilového analytu probihd na
vlakn€ po propichnuti septa lahvicky injekéni stiikackou, ze které se vysune kiemenné
vlakno pokryté sorbentem napft. polydimethysiloxanem. Vlakno se sorbentem zadrzi cilovy
analyt a zase se uschova zpét do nerezové kapilary. Podle zplisobu vystaveni vlakna vzorku
se déli tato technika na dvé metody. Pfi tzv. direct-immersion (DI-SPME) dochézi
k pfimému kontaktu vldkna se vzorkem a pii tzv. head-space (HS-SPME) je vldkno

umisténo do par vzorku s t€kavymi analyty. Po dosaZeni rovnovdhy mezi vldknem a
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vzorkem se vlakno znovu zasune a celd jehla se ze vzorku opatrné vlozi do nastiikového
prostoru chromatografu (plynového nebo kapalinového) a vlakno se opét vysune. Tyto

techniky jsou jednoduché na provedeni, ale je problematické jejich spojeni s HPLC [16].

Dalsi vyuziti malého mnozstvi plnéného sorbentu je MEPS (Microextraction by
Packed Sorbent), kdy se pouziva injekéni mikrostiikacka o objemu 100-250 pl, ve které je
umisténo 1-2 mg sorbentu. Cely proces tedy probihd za minimalni spotfeby vzorku a
rozpoustédel [5]. Podobné je tomu 1 u techniky, kdy je sorbent naplnén v pipetovacich
Spickach. Dalsi moZnosti je umisténi sorbentu na magnetickém michadle (SBSE, Stir Bar
Sorptive Extraction), které je potazeno vétSim mnozstvim sorbentu [15]. SBSE je vhodna
na extrakci organickych latek z vodného prostiedi. Pres vSechny tyto vyhody nejsou
mikroextrak¢ni techniky pfili§ rozsifené do rutinnich laboratofi a nejsou vyuzivany pro on-

line automatické systémy spojené s HPLC.

V této disertacni praci byly pouzity nejcastéji techniky vyuzivajici sorbenty na bazi

MIP, RAM a nanovlékna, kterym se budou vénovat podrobnéji nasledujici kapitoly.

3.4.1. Molekularné vtisténé polymery

Mezi moderni techniky pro upravu vzorku na bazi SPE patii i vysoce selektivni,
jednoduchd a robustni metoda molekularné vtisténych polymert (MIP, Molecularly
imprinted polymer). Diky své selektivité a stabilité¢ jsou MIP vhodné k oddéleni slozité
matrice a analyze komplikovanych vzorkt jak chemickych, tak biologickych. Tato metoda,
piedurcena pro analyzu jedné urcité latky nebo skupiny strukturnich analogti, funguje na
systému zamku a klice, stejné jako je tomu u interakci enzymi. BEéhem syntézy vznikaji na
miru ptipravené umélé receptory pro strukturu pozadované molekuly vtiSt€énim pomoci
templatové molekuly do 3D polymerni struktury. Molekularné vtisténé sorbenty jsou
pfipravovany tfemi metodami — metodou kovalentniho vtiSténi, nekovalentniho vtisténi ¢i
kombinaci dvou ptedchozich. Jako vzorovd molekula miZe byt pouzita bud piimo
molekula analyzované latky nebo strukturné¢ podobna latka. Nevyhodou je dlouhy cas
extrakce, pouziti velkych objeml rozpoustédel a riziko degradace polymerlt vlivem

teplotnich zmén.

Princip syntézy je zaloZzen na vazbach mezi templatovou molekulou a funkénim

monomerem. Polymerizaéni smés tvoii také sitovaci cinidlo, radikdlovy inicidtor a
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porogenni rozpoustédlo. Po odstranéni templatu se odhali vazebna mista v polymerni siti,
kterd jsou komplementarni k molekulové Sablon€ jak ve velikosti a tvaru, tak i v pozici
funkénich skupin. Kritickym bodem pro vyslednou selektivitu je zvoleni spravnych poméra
pfi polymerizaci mezi templdtem a monomerem. Komplex templat-monomer vyuziva
nekovalentni vazby — hydrofobni n-m interakce, vodikové vazby, iontové a dipolové
interakce, van der Waalsovy sily [17]. Syntéza miize probihat i pomoci kovalentnich vazeb,
kdy sice vazby vznikaji kontrolované¢ a homogennéji, ale nevyhodou je narocné
odstranovani templatu z polymeru. Proto je vhodna pouze pro omezené typy sloucenin
(dioly, karboxylové kyseliny, aldehydy a ketony) a castéji je pro jednoduchost a

univerzalnost vyuzivana syntéza s nekovalentnimi vazbami [18].

*®™|H: s — wi;
Funkéni

monomery Komplex templat-monomer

Molekula
templatu

Polymeracni

/_,.- j proces
Odstranéni

P j - templatu —
B "

Polymerni matrice

Obrazek 2: Schéma molekularniho vtisténi [19]

Porogenni rozpoustédlo ma nemaly vliv na cely pribéh reakce. Nejenze umoziuje
pomoci fazové separace vznik port, ale také slouzi jako idedlni prostfedi pro interakce a
stabilizuje komplex templat-monomer [17, 20]. Velikost portt méa vliv na morfologické
vlastnosti, takze pokud je pouZito rozpoustédlo s nizkou rozpustnosti, polymer se diive

separuje, vznikaji vétsi pory a tim je mensi celkovy povrch. Proto se nejcastéji pouzivaji
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aprotické solventy, jako jsou acetonitril ¢i aceton, protoze nerusi interakci svymi
vodikovymi vazbami, a naopak podporuji reakci mezi templatem a monomerem [21].
Polarni protické rozpoustédla (metanol, voda, kys. octova) podporuji vznik hydrofobnich a
iontovych vazeb, ¢imz rusi interakce templatu s monomerem, a proto ztraci vysledny MIP

selektivitu [22].

DalSim dulezitym faktorem pro spravnou funkci MIP je mira zesiténi. Pfi vysokém
zesiténi vznika velmi tuhy polymer s nizkou porozitou a vys§im poctem vazebnych mist, a
proto lze nadavkovat velké mnozstvi vzorku, ovSem pro svou nizkou porozitu se miize
zvySovat zpétny tlak. Oproti tomu pii malém zesiténi je v poréznim materialu nedostatecné
mnozstvi vazebnych mist a struktur pro dostate¢né navazani analytu, ¢imZ dochézi ke
snizovani extrakéni kapacity. Jednim z nej€astéji pouzivanych sitovacich Cinidel je glykol
dimethakrylat [23]. Casto dochazi k polymerizaci radikalové, kdy volné radikaly vznikaji

pomoci UV svétla nebo termalné za vyuziti radikalového iniciatoru.

Poslednim krokem pfi ptipravé MIP je vymyti templatu z vytvotenych kavit. Toto
uvoliiovani musi probihat kvantitativné pro predchazeni problémim s postupnym
vymyvanim analyti. Nejvhodnéjsi je intenzivni vymyvani elu¢nim solventem, kdy byva
Casto vyuzivana Soxhletova extrakce. Pouzitim velmi strukturné podobné latky jako

templatu se da predejit faleSn€ pozitivnim vysledkiim z uvoliiovaného templatu [22, 24].

Existuji rizné zpisoby ptipravy MIP sorbentu, kdy hlavni z nich byly porovnany
v tabulce ¢.1. Konvenénim zptisobem ptipravy MIP je blokova polymerace v roztoku, po
niz je nutné vysledny monolit mechanicky rozemlit na malé ¢astice. Tyto ¢astice je nutné
prosit na pozadovanou velikost castic a také proplachnout pro vymyti drobnéjSich
prachovych césteCek tzv. procesem flotace. Tento zplsob pfipravy je pro svou
jednoduchost velice oblibeny, ale nepravidelné tvary a velikosti ¢astic snizuji G¢innost
extrakce [25]. Pomérné€ jednoduchym zplisobem pfipravy natiSténych nosicii
nevyzadujicich mechanické mleti je suspenzni polymerace, kterd poskytuje agregéty
kulovitych ¢astic, ovSem neslucitelnych s vodou, coZ je zasadni problém. Mikrokulovité
tvary MIP s jednotnéjsi velikosti 1ze ziskat metodou precipitacni polymerace, kterd nabizi
vy$$i aktivni povrch. Pti povrchové polymerizaci dochazi ke vtisténi pfimo na povrchu
riznych materidlii a pii polymerizaci in sifu vznikd monolitni kolonka pfimo v plasti.
Ovsem tyto techniky maji slozity proces a zdlouhavou optimalizaci. Publikovany byly také

prace vyuzivajici postupné vicekrokové bobtnani, které je vhodné pro kombinaci
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s naslednou HPLC analyzou [25]. Volba polymerizace by méla zaviset na zamysleném

pouziti MIP a pozadavcich na vlastnosti MIP Castic.

Tabulka 1: Struény ptehled metod polymerizace MIP [25]

Typ polymerizace

Vyhody

Nevyhody

Blokova (Bulk)

Jednoduché, bez potieby

specialni instrumentace

Casové naroéné kvili
drceni, prosévani a plnéni
kolon. Nepravidelné tvary
a velikosti Castic. Nizka

ucinnost

Suspenzni (Suspension)

Kulové castice,
reprodukovatelnost, rozsahlé

vyuziti

Neslucitelnost s vodou,
vyzaduje specifické

povrchové aktivni latky

Vicestupiiové bobtnani

(multi-step swelling)

Monodisperzni kapky
s kontrolovanym pramérem.

Vynikajici ¢astice pro HPLC

Slozité postupy a reakéni
podminky, vyzaduje

vodnou emulzi

Precipitace

(Precipitation)

Vtisténé mikrokulicky,
jednotna velikost, vysoké

vytézky

Spotteba velkého mnozstvi
templatu a vysoky fedici

faktor

Povrchova (Surface)

Monodisperzni vytézek,

tenka vrstva

Slozity systém, zdlouhavy

proces

metoda pro stejné porézni
povrchy, vysoka tepelna a

chemicka stabilita

In situ Jednokrokové, in situ proces, | VyZaduje rozsahlou
relativné levna a porézni optimalizaci pro rizné
struktura druhy templatu

Sol-gel Pohodln4 a vSestranna ObtiZzné a pomalé

navazovani
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3.4.1.1. Hodnoceni a charakterizace MIP

Hodnoceni uspésnosti zachytu analytu ve vyrobenych vtisténych polymerech se
provadi pomoci selektivity, koeficientu selektivity, sorpcni kapacity a specifické sorpcni
kapacity. Pro tyto ucely je pii vyrob¢ ptipraven i kontrolni polymer, tzv. nevtistény (NIP),
u kterého nebyla pouzita templatovd molekula. Tim dochézi ke vzniku polymeru bez

vazebnych mist a pro hodnoceni selektivity se vyuziva porovnani s NIP.

Sorpéni kapacita vyjadiuje, jaké maximalni mnozstvi analytu je schopen sorbent
zadrzet na 100 mg polymeru. Tento parametr je zavisly na podrovitosti a bobtnavosti
materialu za pouZiti riznych rozpoustédel. Pro kvalitné€jsi porovnani vzniklého polymeru
se pouziva specificka sorp¢ni kapacita, ktera porovnava rozdil sorpénich kapacit mezi MIP
a NIP. Tim dochazi k odliSeni obecnych vlastnosti a afinity polymeru od vlastnosti

ziskanych vtisténim.

Selektivitu MIP udadva mnozstvi kavit a vazebnych mist po odstranéni templatové
molekuly. Pro hodnoceni miry selektivity, zvyseni afinity a sorp¢ni kapacity v porovnani
s NIP se pouzivaji vazebné studie. Dle pozadavkl na sorbent je volen staticky adsorpéni
test nebo dynamicky prutokovy test. Tzv. imprinting faktor udéavajici silu vazeb,
efektivnost a miru vtisténi urcuje retencni faktor MIP a NIP [26]. Dalsi moznosti hodnoceni
je porovnani IC spekter kontrolujici navazani templatu ¢ porovnani adsorpénich izoterem
pro popis kinetiky extrakce. Elektronovy mikroskop pomaha hodnotit morfologii a povrch

¢astic a distribuce velikosti ¢astic.

3.4.2. Materialy s omezenym piistupem (RAM)

Dalsi skupinou extrakénich materialt zaloZenych na extrakei na tuhé fazi jsou tzv.
materidly s omezenym pfiistupem (RAM, restricted-access media). Termin média s
omezenym pristupem zavedli Desilets et al. v roce 1991 [27]. Tyto materialy byly vyvinuty
specialné pro oddelovani nizkomolekularnich latek za ptitomnosti vysokomolekularnich
latek v matrici bez slozité predupravy vzorku. Tyto sorbenty jsou schopny v jednom kroku
precistit matrici a zakoncentrovat analyt. Proto mohou byt komplexni matrice vzorkl pfimo

davkovany do pfistroje k detekci 1é¢iv, jejich metabolitil, peptidl a dalSich analyta.

RAM materidly jsou plnény do specidlnich ocelovych ¢i plastovych kolonek, pro

jejich rychlé a snadné zapojeni. Nej€astéji jsou pouzivany pro zapojeni do HPLC, kdy
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umoziuji i zapojeni on-line pomoci systému piepinani kolon. Z toho divodu je jejich
velkou vyhodou, vedle jednoduchosti a rychlosti analyzy, i moznost automatizace extrakce,

protoze umoznuji piimy a opakovatelny nastiik vzorku do analytického systému.

Jejich castice maji mista pro interakci uvniti port, které jsou ptistupné pro malé
molekuly, kde dochézi k interakci na zadkladé¢ hydrofobnich a elektrostatickych interakci
dle typu sorbentu. Makromolekuly jsou odlouceny a interaguji pouze s vnéjSim povrchem
¢astic potazenym hydrofilnimi skupinami, coz minimalizuje adsorpci matricovych
proteinti. Odstranéni makromolekul funguje na zakladé fyzikalni bariéry diky priméru
port a hydrofilnim ligandim nebo na zékladé chemické difuzni bariéry tvorené
proteinovou ¢i polymerovou siti na vnéj$Sim povrchu €astic. Separaci tedy umoziuji dva
principy — princip gelové chromatografie (separace na zéklad¢ velikosti molekul) a princip
adsorp¢ni nebo iontové-vymeénné chromatografie (separace na zaklad¢ interakci malych

molekul se stacionarni fazi).

proteiny
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& .
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Obrazek 3: Schematicka struktura materialu s omezenym piistupem [28]

Boos a Rudolphi [29] doplnili klasifikaci RAM sorbentt podle jejich povrchové
chemie. Tito autofi popsali faze s riznymi typy vazeb na vnéj$§im a vnitinim povrchu
(bimodalni faze) a faze s jedine¢nou vazbou na oba povrchy (unimodélni faze). Bimodalni

faze jsou charakterizovany pritomnosti vnéjSich hydrofilnich a vnitinich hydrofobnich
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povrchii. Kdyz maji vnitini a vnéj$i povrchy stejné vlastnosti, jedna se 0 RAM s unimodalni

faze [30].

Dle struktury povrchu a charakteru bariéry se tyto sorbenty déli na nékolik druhii.
Mezi RAM s fyzikalni bariérou patii materidly s vnitinim hydrofobnim povrchem (ISRP,
internal surface reversed-phase) a alkyl-diol-silica sorbenty. Dal§im typem jsou RAM
s chemickou bariérou, kam patii materidly s polopropustnym povrchem, proteinem

potazeny silikagel a stinénd hydrofobni faze [28].

3.4.2.1. Materialy s vnitfnim hydrof6bnim povrchem (ISRP)

Sorbenty s vnitinim hydrofobnim povrchem byly pfedstaveny v roce 1986. Skladaji
se z poréznich castic oxidu kfemicitého sdvéma typy funkénich skupin vazanych
k vnitfnimu a vnéjS§imu povrchu. Vnéjsi povrch je pokryty hydrofilni ¢asti, kterd omezuje
adsorpci proteinu (diol-glycinové skupiny) a wvnitini povrch obsahuje hydrofobni
tripeptidovou rozdélovaci fazi (glycin-fenylalanin-fenylalanin neboli GFF). Zakladem
enzymatické syntézy je silikagel s velikosti pori 8 nm, coz umoziiuje vyloucit proteiny
vetsi nez priblizné 20 000 Da [31, 32]. Proto krevni protein, jako je albumin s molekulovou
hmotnosti 65 600 Da, mtze byt pfimo eluovan pry¢€ z nosice, zatimco malé molekuly, které
jsou pfedmétem zajmu, mohou byt zadrzeny v porech tripeptidovou fazi [32, 33]. Reten¢ni
mechanismus je zpusoben pfedevsim interakci m-elektronii. Navic volna karboxylova
skupina koncového fenylalaninu vykazuje slabé iontoménicové vlastnosti. Material GFF je

vhodny pro ptfimou analyzu 1éCiv a metabolitli z biologickych matric.

3.4.2.2. Alkyl-diol-silica sorbent (ADS)

NejoblibenéjsSim RAM sorbentem je tzv. alkyl-diol-silica (ADS). Jednd se o
nejpopularnéjsi RAM viibec. Je vyrabén od pocatku 90. let minulého stoleti. Jako fyzikalni
bariéra slouzi silikagel s velikosti pordt 6 nm, ktery vylucuje makromolekuly diky
hydrofilnim skupindm (glycerylpropyl, ¢i diol) navazanym na vné&jSim povrchu Castic.
Vnitini povrch pokryvaji reverzni faze C4, C8 nebo C18, u novgjsich ADS materiald to
byvaji také iontovyménné skupiny, napt. kyseliny sulfonové [28]. ADS-RP materidly
snesou nastiik az 80-100 ml plazmy, a proto jsou schopny piimé analyzy 1éCiv,

farmaceutickych a endogennich sloucenin v biologickych matricich.
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3.4.2.3. Semipermeabilni povrchy (SPS)

Semipermeabilni povrchy (SPS) byly vyvinuty poté, co Desilets a kol. [27]
prokézali, ze polyoxyethylenovy polymer navazany na povrchu chromatografické naplné s
reverzni fazi (tj. faze C8 nebo C18) vytvaii semipermeabilni hydrofilni vrstvu, kterd maze
omezit ptistup proteinu k podkladové hydrofobni stacionarni fazi. Material SPS ma vné&jsi
a vnitini ¢asti nezavisle syntetizované a kovalentn¢ navdzané na povrchu ¢astic silikagelu.
Vn¢js$i povrch odpuzuje velké molekuly, jako jsou proteiny, zatimco vnitini povrch,
tvotreny riznymi typy hydrofobni faze vaze malé analyty, které pronikly skrz polymerni
vrstvu. Komeréné dostupné jsou SPS materialy s riznymi vnitinimi povrchy (nitril, fenyl,
C8 a C18). Zivotnost t&chto materialdi je podobna ADS sorbentim. Na tento extrakéni
sorbent 1ze skute¢né nadavkovat az 50 ml plazmy [34]. Material SPS byl Gsp&s$n¢ aplikovan

na analyzu malych molekul v biologickych tekutinach [34].

3.4.2.4. Materialy ze silikagelu potazeného proteinem

Material silikagelu potazeny proteinem je zalozen na vylouc¢eni makromolekul
pomoci chemické difuzni bariéry, jak bylo popsano diive. Tento sorbent vSak misto
polymeru vyuziva proteinovou sit’ na vnéjSim povrchu. Extrakéni princip vyvinuty pro
piimé davkovani biologickych tekutin byl pfedstavena Hermanssonem a Grahnem v roce
1994 [35]. Sorbent se sklada z poréznich Castic oxidu kiemicitého s vnéjSim povrchem
pokrytym proteinem lidské plazmy; kovalentné vazanym kyselym a-glykoproteinem
(AGP), coz je hydrofilni protein, ktery pomérné dobie snasSi piitomnost organickych
rozpoustédel v mobilni fazi. Diky tomu je vnéj$i povrch ¢éstic kompatibilni s proteinovym
vzorkem, ktery nemiize proniknout do malych p6rt (10 nm). Hydrofobni skupiny (C8 nebo

C18) na vnitfnim povrchu jsou zodpovédné za interakci s malymi analyty.

3.4.2.5. Vicefunkéni faze

Vicefunkéni RAM, poprvé predstavené Kandou a kol. [36] v roce 1994, maji stejné
vlastnosti vnitiniho 1 vnéj$iho povrchu. Vnitini i vnéjs$i povrchy se sklddaji ze smési
hydrofilnich polyoxyethylenovych a hydrofobnich styrenovych skupin navdzanych na

silikonovy polymer, pokryvajici porézni silikagel. Dlouhé polyoxyethylenové fetézce

31



omezuji pfistup k makromolekuldam, stejné jako maly primér pori pouzitého silikagelu
(8nm). Proto slozky matrice interaguji pouze s hydrofilni, neadsorp¢ni polymerni siti a
eluyji se v mrtvém objemu. Mal¢ analyty jsou zadrzovany na navazanych hydrofobnich
nebo iontoméni¢ovych skupinach. K dispozici je nékolik extrakénich materiald, které maji
misto styrenovych skupin fenyl, C8 ¢i silny iontoméni¢ (SCX). Na tento extrakéni material

lze ptfimo davkovat n€kolik ml biologickych tekutin bez ztraty ucinnosti extrakce.
3.4.2.6. Stinéné hydrofébni faze (SHP)

V roce 1988 Gisch a kol. [37] vyvinuli novy postup pro pfimou injekéni analyzu,
nazyvany stinéna hydrofobni faze (SHP). Tento sorbent funguje na bézi silikagelu
pokrytého hydrofilni siti polyethylenoxidu se zabudovanymi hydrofobnimi fenylovymi
skupinami. Kontaktu makromolekul s povrchem je zabranéno hydrofilnim stinénim, tedy
chemickou bariérou. Malé¢ molekuly mohou pronikat vrstvou polymeru a interagovat s
hydrofobnimi skupinami uvnitf polymerni sité. Tato kolona snese 16 ml séra bez vyznamné
ztraty extrakéni ucinnosti a byla pouzita pro piimou analyzu endogennich sloucenin a 1é¢iv

v biologickych matricich [38].
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3.4.3. Nanovlakna

Nanovldkna jsou diky svym jedine¢nym vlastnostem materidlem 21. stoleti.
Nejcastéji jsou charakterizovana jako vldkna s primérem mensim nez 1 pum, prestoze v
literatute lze nalézt i prisnéjsi definice [39]. Pro ucely analytické chemie a vyuziti
nanovlaken jako extrak¢nich sorbentli jsou pouzivana i mikrovlédkna ¢i kombinace téchto
velikosti. Mikrovldkna jsou charakterizovana jako vldkna s primérem naopak vétSim nez

I pm.

Vladkenné materialy maji velice vyhodné vlastnosti, jako je selektivita, stabilita, ¢i
vyssi sorpéni kapacita diky velkému specifickému povrchu, kde mtize dochazet k adsorpci
analytd [40]. Pravé tento jejich povrch je mozno jesté upravovat a modifikovat a vzhledem
k velkému mnoZstvi vychozich materidli je moZné vyrobit nanovldkna s riznymi
mechanickymi, fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi. Polyuretan [41], ¢i polyetherimid
[42] jsou naptiklad stabilni pti vysokych teplotach, a proto mohou byt vyuzity pro spojeni
s plynovou chromatografii. Jiné polymery jsou zase stabilni v organickych
rozpoustédlech,a proto jsou vhodné pro spojeni s kapalinovou chromatografii. Ptikladem
téchto materialll jsou naptiklad polykaprolakton (PCL) [43], polyamid 6 (PA 6) [44] nebo
polyethylen (PE) [45].

Vlastnosti vldkennych sorbentll jsou vyznamné ovlivnény zplisobem vyroby.
Nejznaméjsimi druhy jsou elektrostatické zvlaknovani a technika meltblown neboli
zvlaknovani z taveniny polymeru. VIdkna vyrobena riiznymi technikami se lisi viditelné
v pruméru vlaken a v jejich usporadani. Mohou vypadat jako vata, tenka vrstva lepivého
papiru ¢i nadychany plat molitanu, jako je znazornéno na obrazku €. 4. Kazda z technik
vyroby ma své vyhody, a proto je dulezité zvolit spravny typ vyroby pro ucel vyuziti
nanovlékna. Je mozné dle podminek a nastavenych parametri vyroby piipravit vlakna se
zvysenou poréznosti, s uréitym povrchovym pomeérem, riznou smacivosti a stabilitou [46].
Relativné nedavno byly prezentovany prvni aplikace elektrostatického zvlakiiovani pomoci
sttidavého proudu ,alternating current electrospinning™ (ACE) namisto dfive béZné
pouzivaného stejnosmérné¢ho proudu. Vysledkem této zmény typu elektrického proudu je
vy$$i produktivita vyroby a také vznik nanosorbentil se zvySenou stabilitou za vysokych
tlakd, coz je vyhodné pravé pro spojeni extrakcnich vlastnosti vldken s kapalinovou

chromatografii. To je diikkaz toho, Ze neustaly vyvoj téchto stavajicich a novych metod
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vyroby cili na zvySovani produktivity, zpracovavani novych materiali a také dopad na

zivotni prostiedi [47].

AC electrospinning

S

Obrazek 4: Rozdilny vzhled a struktura polymernich vlaken pfi pouziti riznych technik vyroby.

3.4.3.1. Zvlakinovani z taveniny polymeru

Zvlaknovani z taveniny polymeru (meltblown) je technologie vyroby vldken bez
pouziti napéti, a proto je tato technika vhodnd pro materidly s nizkou dielektrickou
konstantou ¢i elektrickou vodivosti. Tato metoda je velice efektivni a z toho diivodu si nasla

své uplatnéni i v komer¢nim vyuziti nanovlaken [48].

Princip spociva v protlaceni horkych polymert (30-60 °C nad bodem taveni) skrz
linearni trysku se stovkami otvori a ochlazeni vlaken proudem studené¢ho vzduchu pomoci
kterého jsou neseny ke kolektoru. Béhem této cesty dochazi k tuhnuti, zeslabovani a
prodluzovani vladken s jemnou strukturou. Na kolektoru jsou potom sbirdna mikrovlakna
ve form¢& nadychané vaty [48]. Tato technologie je velmi univerzalni, pokud jde o
zpracovani riiznych typl termoplastickych polymerti. Nej€astéji se pouZzivaji polypropylen
(PP), polyethylen (PE), polyamidy (PA) a polyestery — polyethylentereftalat (PET),
polybutylentereftalat (PBT).

Vliv na tloustku vldken mé nastaveni vyrobnich parametrl — tavici teplota, rychlost
proudu ochlazovaciho vzduchu, typ a teplota trysky, nebo vzdéalenost mezi tryskou a

kolektorem [49]. Technologie meltblown byla dfive schopna vyrobit pouze mikrovldkna,
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ovSem postupné se podatilo vyrobni postup vylepsit natolik, ze dnes mohou vznikat vlakna
pod submikrometrovou hranici [50, 51]. Vyslednd vldknita vrstva vyrobend technologii
meltblown ma vyssi poréznost asi 0 80-90 % ve srovnani s vlakny vyrobenymi technologii
elektrostatického zvlaknovéni, dale lepsi mechanické vlastnosti spolu se strukturalni

stabilitou, ale niz$i specificky povrch. Praveé lepsi mechanické vlastnosti jsou vyhodné pro

pouziti v LC.
Zasobnik
Tavenina v extrudéru polymeru
Horky
vzduch

Chladici
vzduch

Meltblown vlakna

Bubnovy rotujici kolektor

Obrazek 5: Schéma zaftizeni pro zvldknovani z taveniny polymeru — meltblown [52]

3.4.3.2. Elektrostatické zvlaknovani vyuZzivajici stejnosmérny proud

Elektrostatick¢ zvlaknovani pro vyrobu vldken vyuzivajici stejnosmérny proud
(DCE, direct-current electrospinning) je nejpouzivanéj§i metodou pfipravy
submikronovych vldken (obvykle stovky mikrometri v priiméru) z polymernich roztokd,
malych molekul, koloidnich ¢astic a kompoziti [53]. Oblibu této metody podporuje

jednoduchost celého procesu a nizké vyrobni naklady [54].

Mezi hlavni soucasti celého zatizeni patii vysokonapétovy napéjeci zdroj, injek¢ni
pumpa, zvldkiovaci tryska (jehla s tupym hrotem) a vodivy kolektor [53]. Princip
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elektrostatického zvlaknovani zahrnuje elektrodynamicky proces, béhem kterého je
kapicka roztoku polymeru pfivedena na trysku ve tvaru jehly. Tato kapicka se elektrifikuje,
tim se snizuje povrchovy naboj a po prekroceni kritického napéti se vytvori paprsek, tzv.
Tayloriv kuzel. Tento paprsek vymrsti kapi¢ky taveniny, ktera piekrocila povrchové
napéti, do trysek ve formé proudu na opacné nabity kolektor. Béhem doby letu dochézi

k protahovani vldkna, jeho ztencovani a také k tuhnuti [55].

Parametry vyroby je tfeba optimalizovat pro vznik idealnich vldken. Mezi tyto
parametry, které nejvice ovliviiuji primér a tvorbu vlaken patii napéti, rychlost kapaliny
na trysce a vzdalenost kolektoru od trysky. Metodou elektrostatického zvldknovani lze
zvlaknovat téméf vSechny polymery rozpusténé v piislusném organickém rozpoustédle,
které splnuji zdkladni charakteristiky roztoku. Jedna se predevSim o vhodnou molekulovou

hmotnost polymeru, koncentraci, povrchové napéti a viskozitu roztoku polymeru [56, 57].

Diivod feSeni problému s nizkou vyrobni rychlosti dal za vznik bezjehlovému
systému elektrostatického zvladknovani (needleless electrospinning). Tento princip ziskal
na oblibé a diky svym nizkym potfizovacim ndkladiim se stal nejpouzivan€jsi vyrobni
technologii pro komerc¢ni tcely. Misto jehly je elektrické pole aplikovano pfimo na volnou
hladinu roztoku taveniny polymeru a pomoci ,,samoorganizace* se vytvareji jemné

praminky vlaken, které jsou pfitahovany ke kolektoru [58].

Vlakna jsou na kolektoru formovana do nahodile orientované kompaktni povrchové
struktury s charakteristickou porozitou 50-70 % a vysokym specifickym povrchem.
Vlaknité vrstvy piipravené technikou DCE maji tendenci ke strukturalnimu kolapsu ve

vysokotlakych pritokovych systémech kvili jejich charakteristické jemnosti a kiehkosti.
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Obrazek 6: Schéma elektrostatického zvlaknovani vyuzivajici stejnosmérny proud [59]

3.4.3.3. Elektrostatické zvlaknovani vyuzivajici stfidavy proud

Vyroba nanovldken metodou elektrostatického zvlakiiovani sttidavym proudem
(ACE, alternating-current electrospinning) je relativné novym ptistupem. Dlouhé roky bylo
pouzivano pouze zvldknovani stejnosmérnym proudem, az v roce 2004 Kessick a kol. pfisli
s novou aplikaci a dikazem, Ze 1 stiidavy proud dokéze zvldknovat polymerni vldkna [60].
Technologie vyroby jsou si s DCE velmi podobné, jen pro tvorbu a odtahovani proudu

kapaliny je vyuZivan stiidavy proud.

Nanovldkna se ,,samoorganizuji do oblaku nanovldken z roztoku polymeru
zmeénou polarity béhem procesu elektrostatického zvlaknovani [60]. Hlavnim rysem ACE
je vznik oblaku nanovlaken pfipominajici nadychany rukav. Z divodu, Ze vysledny oblak
nenese zbytkovy naboj neni zapotiebi zadny elektricky aktivni kolektor. Pohyb a ptfesun

nanovlaken usnadnuje pfedevsim elektricky vitr ve sméru zvlakiovaci elektrody. Vznikla
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nanovlakenna pfize je tvofena ndhodné orientovanymi vldkny se Sirokou distribuci priméra

[61].

Systémové vybaveni pro ACE miize mit riznd usporadani, ale vzdy musi obsahovat
zdroj vysokého napéti, kolektor a elektrodu. Dulezitym parametrem, ktery ma vliv na
produktivitu a spravnou vyrobu, je frekvence proudu. Kdyz je frekvence proudu piilis
vysoka, prenos nabojli nebo pohyblivost iontu nemusi byt dostate¢né rychld, aby dostatecné
nabily roztok pro elektrostatické zvlaknovani. Kdyz je frekvence naopak ptilis nizka, proud
pohybujici se mezi $pickou a kolektorem miize obsahovat jen jedinou polaritu namisto
periodickych kladnych a zapornych segmentti [62]. Dal§im dtlezitym parametrem je napéti

a vzdalenost kolektoru od elektrody.

Ackoli tato technologie vyroby jesté neni zcela prozkoumana a stale jsou urcité casti
predmétem vyzkumu, uz ted’ Ize konstatovat, Ze ACE ma vétsi produktivitu tvorby vldken.
Vznikla vlakna jsou také lehce nadychand, a proto jsou vhodna pro vyuziti jako extrakéni
sorbenty ve spojeni s LC. Maji totiz mnohem vét§i mechanickou stabilitu za vysokych tlakt

nez vlakna vyrobend pomoci DCE.

Obrazek 7: Bezprosttednim produktem AC elektrostatického zvlakiiovani je kompaktni oblak
nanovlaken, se kterym lze snadno manipulovat pro dal$i zpracovédni. Schopnost uchopit a
manipulovat s vlakny ru¢né ukazuje, Ze tato metoda funguje bez jakéhokoli elektricky aktivniho
kolektoru. (b) Oblak nanovlaken pfipomina jemny kouf vychazejici ze sttidavého elektrostatického

zvlaknovani. Zvlakiovaci hlava elektrody mtze byt slozena ze tfi kotouci. [61].
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3.4.3.4. Modifikace a dalsi upravy vlaken

Dalsi alternativou, jak zlepsit vlastnosti vlakennych polymert pro potieby extrakci
analytli ze vzorku je jejich modifikace. Tu lze provést nékolika zplsoby — vyrobou

kopolymeri, kompozitd, vyrobou hybridnich materialii ¢i povrchovymi ipravami.

Polymer-polymerové kompozity byly studovany za Gcelem zlepSeni chemickych
nebo fyzikalnich vlastnosti jednoho z polymeri. Vldkna vyrobena technologii DCE nejsou
mechanicky stabilni za vysokych tlakt, a proto je jejich spojeni s HPLC problematické.
Jednou z moznosti, jak zlepsit tyto mechanické vlastnosti DCE a zaroven 1 vlastnosti
meltblown technologie, je spojit tyto dvé vyrobni technologie dohromady. Kombinaci
téchto technologii vznikaji smésna mikro a nanovldkna kompozitniho charakteru, které
maji vySs$i pomér vlaken v materialu a tim se navysuje 1 jejich specificky povrch [63, 64].
Homogenni vldkenna smés vznikd spojenim vldken pfi letu na kolektor. V této dobé
spojovani nejsou vlakna jesté zcela zatuhla, a proto dochéazi ke vzniku velmi pevného
spojeni. Spojeni mikrovlaken a nanovlaken je velice vyhodné pro mechanické vlastnosti a
usnadiiuje manipulaci s vyslednym kompozitnim materialem. Tyto kompozitni materialy
maji vétsi specificky povrch, ktery je vyhodny pro jejich extrakéni vlastnosti. Vyuzitim
téchto technologii 1ze kombinovat i1 rtizné polymery a tim dosahnout lepSich vlastnosti

vzniklého materialu. Takto vyrobena nanovladkna byla pouzita i pii naSich studiich [65].

Obrazek 8: Schéma kombinace technologie meltblown a technologie DC elektrostatického
zvlakiovani: 1 - zafizeni technologie meltblown, 2 — zafizeni technologie DC elektrostatického

zvlakniovani, 3 — bubnovy kolektor se shromazdénou finalni vlaknitou strukturou [66]
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Hybridni materidly lze také ziskat disperzi jiného materidlu do roztoku polymeru
pted jeho polymeraci. Takovymi materidly mohou byt molekularné vtisténé polymery,
karbonova aditiva, ¢i magnetické nanocastice. Tyto povrchové modifikace polymernich

vlaken zlepsuji jejich vlastnosti zménou funkcionalizace povrchu.

V soucasné dob¢ je vénovana velka pozornost nanomaterialtim na bazi uhliku, ktery
zesiluje hydrofobni interakce. Pravé pfimichanim grafenu nebo oxidu grafenu do roztoku
polymeru pted polymeraci je zplsob, jak vyrobit tento novy a inovativni druh hybridnich
vlaken. Vyroba pomoci elektrostatického zvlaknovani vychazi z polymert s uhlikatym
fetézcem, velmi Casto jde o PAN, PVDF ¢1 PCL. Prostfednictvim procesu karbonizace je
pak zvlaknény material pfeveden na uhlikova nanovldkna [67]. Grafen ma velkou
adsorpc¢ni schopnost a také silné hydrofobni interakce s afinitou k organickym planarnim
strukturam s benzenovymi jadry [68]. DalSi moZnosti je pouZiti oxidu grafenu, ktery diky
svym hydroxylovym funkénim skupindm ma lepSi afinitu k polarn&jsim latkdm. Nové
ptistupy, jako je AC elektrostatické zvlaknovani, jsou slibné ve vyrob& polymerd se
zvySenym pomérem grafenu, podle nasich pfedbéZznych studii az 10 % (w/w). VSechny tyto
nové materidly je nutné jest¢ podrobné prostudovat a optimalizovat 1 jejich vyrobni
procesy. O to se CasteCn¢ snazi 1 naSe screeningova studie porovnavajici extrakéni
vlastnosti vldken vyrobenych rtiznymi typy vyroby a s odliSnymi modifikacemi (viz

kapitola 4.6).

Byla uvedena také studie o zpracovani nanovldken az po polymerizaci tzv. dip
coating, kdy je polymerni vldkno smaceno ¢i ponofovdno do roztoku ruznych latek,
naptiklad polydopaminu za icelem naneseni na polymerni vlakno pro tGpravu extrakénich
vlastnosti, zejména zvySeni smacivosti vlaken vodou [69, 70]. VSechny vySe uvedené
ptistupy modifikaci rozsifuji znacny potencidl novych variaci a zlepSovani vlastnosti

nanovlaken.

3.5. Technika piepinani kolon (column-switching system)

Extrakci na tuhé fazi 1ze provadét dvéma zplsoby. Pti off-line zplisobu zapojeni je
uprava vzorku oddélena od nasledné chromatografické analyzy, na rozdil od provedeni on-
line, kdy je extrakcni sorbent spojen s chromatografickym systémem [71]. On-line techniky
velmi snizuji ¢asovou narocnost celé analyzy diky minimalni manipulaci se vzorkem. PIné

automatizovand on-line extrakce umoznuje vyssi opakovatelnost a preciznost procesu.
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DalSimi dulezitymi vyhodami je omezeni laboratornich chyb, sniZeni rizika kontaminace i
vzorku, ¢i ztrat analytu odpafovanim. Pravé toto spojeni extrakénich technik a

chromatografického systému vyuziva systém prepinani kolon neboli on-line SPE HPLC.

Nejbéznéji se pro on-line zapojeni pouzivaji extrakce na tuhou fazi s riznymi
sorbenty polymernimi ¢i silikagelovymi s povrchovymi tpravami pro RP, NP, MIP, RAM
¢i nanovlakna. Tyto sorbenty jsou plnény do riiznych kolonek, kovovych i plastovych,
schopnych vydrzet vysoké tlaky po zapojeni do HPLC. Rozméry téchto kolonek jsou
zpravidla 10 az 20 mm x 2 az 4,6 mm. Pro zvySeni selektivity 1ze zapojit 1 vice kolonek za

sebou [72].

Ziskany vzorek je po minimalni Upraveé (centrifugace, filtrace) davkovan piimo do
pfistroje na extrakéni kolonu a po extrakci nasledné na separacni analytickou kolonu.
Pfepinani mezi extrakci a separaci zajiStuje vicecestny selek¢éni ventil. Dale jsou
vyZadovany také minimaln€ dvé pumpy, kdy jedna umoziiuje promyti vzorku a odstranéni
balastu promyvaci mobilni fazi a druha pumpa vymyva analyt ze sorbentu a zajiStuje
naslednou separaci jednotlivych slozek smési. Cely systém je velice flexibilni, kdy tvorbou
gradientu ze dvou slozek zajist'uje promyvaci 1 separacni ¢ast procesu [73, 74]. Po nastiiku
vzorku je ventil v poloze A a vzorek je ddvkovan na extrakcni kolonu spolecné s elu¢né
slabou promyvaci fazi tak, aby se analyt na extrak¢ni kolon¢ zachytil, zakoncentroval a
promyvaci faze vymyla veskeré interference z matrice. Vyhodou je, ze Ize davkovat velké
objemy vzorkil az do doby, nez bude naplnén objem davkovaci smycky ¢i sorpcni kapacita
kolony. Pfi davkovani mililitrovych objemu je pak mozné ziskat zna¢né zakoncentrovani
analytu v porovnani s klasickym mikrolitrovym davkovanim. Po piepnuti ventilu do polohy
B dochézi k eluci zachyceného analytu z extrakéni kolony pomoci elu¢né silné mobilni
faze do analytické kolony k separaci a nasledné detekci. Zapojeni pump a selekéniho
ventilu mize byt bud’ v médu straight-flush nebo back-flush. Vzhledem k zachytdvani
vétSiny analytli na cele sorbentu v kolonég, back-flush mod zajistuje efektivnéjsi eluci

s lepsi fokusaci chromatografické zony [75].
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Obrazek 9: Schéma on-line SPE HPLC systému v polohach extrakce a separace

On-line techniky jsou naro¢néjsi na optimalizaci, protoZe je nutné najit nejvhodnég;si
podminky pro extrakcni i pro separacni ¢ast soucasné. OvSem cas straveny u optimalizace
celé metody se poté bohaté vrati u rychlé analyzy vzorka vyZzadujici minimalni zasahy
personalu. U optimalizace on-line technik jsou dulezité parametry jako davkovany objem
vzorku, objem a slozeni mobilnich fazi, doba promyvani vzorku a pritokova rychlost [72].
Hlavnimi problémy jsou tlakovani systému od nepravidelného priitoku sorbentem, pulzace
prutoku a vznik systémového piku po piepnuti ventilu, ¢i oscilace zakladni linie [73].
Dilezity je vybér analytické kolony z hlediska jejich rozmérii a vyssiho tlaku v systému

kvili zapojené extrakeni kolonce a také mrtvého objemu a velikosti ¢astic.

On-line extrakce spojend s LC povaZovana za moderni analyticky ptistup byla jiz
pouzita pro rizné typy analyz, a 1 naddle dochédzi kjejimu vyvoji. VylepSuje se

instrumentace i1 SPE sorbenty, a tim dochézi ke zvySovani atraktivnosti této techniky.
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4.1. Komentar ¢ 1: Preparation of citrinin-selective molecularly imprinted
polymer and its use for on-line solid phase extraction coupled to liquid

chromatography

V ramci seznameni se s modernimi vysoce selektivnimi sorbenty byla vénovéana
pozornost molekularné vtisténym polymertm a jejich vlastni ptiprave. Cilem prace bylo
vyvinout, optimalizovat a validovat on-line SPE-HPLC metodu s vyuzitim MIP ke

stanoveni mykotoxinu citrininu v dopliicich stravy na snizovani cholesterolu.

Pti vyrobé nového MIP bylo testovano spravné chemické slozeni jednotlivych
komponent polymerizace sorbentl, které byly postupné testovany piipojenim do HPLC
systému. Pravé na schopnosti vazat a zachytavat cilovy analyt mykotoxin citrinin byla
zjistovana uspéSnost polymerizace a vyroby. Na zdklad¢ studia literatury byla jako
templatova molekula pouzita 1-hydroxy-2-naftoova kyselina, ktera je velice strukturné
podobna citrininu, ale neni tak finan¢né nakladnd jako originalni mykotoxin. Z dostupnych
strukturnich monomerti byly pro testovani vybrany akrylamid a 4-vinylpyridin a jako
porogenni rozpoustédlo byly pouzity acetonitril a aceton. DalSimi komponenty pouzitymi
pro vyrobu MIP jsou sitovaci ¢inidlo ethylenglykol dimethakrylat a radikalovy iniciator

azobisisobutyronitril.

Obrazek 10: Ukazka vzniklého bloku polymeru a jeho drceni pfed plnénim do cartridge.

Pro hodnoceni funk¢nosti vyrobeného MIP se pouZiva porovnani s nevtiSténym
molekularnim polymerem — NIP, ktery je vyroben naprosto stejnym postupem a za stejnych
podminek, pouze s vynechanim templatové molekuly. Porovndnim namétenych hodnot pro

MIP a NIP ziskdme selektivitu, imprinting faktor (miru vtiSténi) ¢i sorpéni kapacitu.
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Nejlépe tak ze 4 vzniklych kombinaci vychdzel MIP vyrobeny z akrylamidu
s acetonitrilem. Vykazoval nejvyssi selektivitu a vazebnou kapacitu v porovnani s NIP, a

proto byl vybran pro dalsi optimalizace a naslednou validaci on-line SPE-HPLC metody.

Na kolonu byl davkovan objem vzorku 50 ul, ktery byl promyvan 25% metanolem,
aby citrinin a pfibuzné slouCeniny byly v sorbentu zadrzeny, zatimco balastni latky
z matrice se vymyvaji do odpadu. Metanol ma slabsi elu¢ni silu, proto je vhodny jako
promyvaci faze, na rozdil od acetonitrilu, ktery byl zvolen jako elu¢ni ¢inidlo pro analyt po
piepnuti selekéniho ventilu. Tato novéa on-line MISPE-HPLC metoda byla validovéana pro
pouziti na vzorky s ptedpokladanym vyskytem mykotoxinu citrininu, tedy ceredlie a
cervenou fermentovanou ryzi (RYR). Tento druh RYR se pouZiva pro vyrobu dopliki
stravy pro sniZeni cholesterolu z diivodu vyskytu monakolinu K. Celd metoda trvala 9,5
minuty a byla validovana s vytéznosti 76-91 % a preciznosti 2,7 %. Pro vyskyt citrininu
v dopliicich stravy na bazi ¢ervené fermentované ryze je stanoven limit Evropskou unii na
hodnotu 2000 pg/kg. Tato metoda s limitem kvantifikace 2-25 pg/kg a se svym rozsahem
kalibrace byla hluboko pod timto limitem.

Tabulka 2: Zjistény obsah mykotoxinu citrininu v realnych vzorcich dopliki stravy a obili.

Vzorek ¢ CIT (pg/kg)
LipiControl 550,5
Arterin <LOD
Cholesten <LOD
MycoCholest <LOD
Reduchol 1105,8
Sibyl <LOD
Psenice <LOD
JeCmen <LOQ
Cervena ferm. ryze 52922
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Obrazek 11: Chromatogram ukazuje precisténi a selektivitu validované metody pro stanoveni
citrininu: A) standard citrininu o koncentraci 200 ug/l, B) zaznam realného vzorku obili a C)
zaznam doplnku stravy na bazi RYR
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4.2. Komentar €. 2: Determination of ochratoxin A and ochratoxin B in archived
Tokaj wines (vintage 1959-2017) using on-line solid phase extraction coupled
to liquid chromatography

Cilem této publikované prace bylo vyvinout jednoduchou a rychlou metodu pro
kontrolu archivnich Tokajskych vin pro vyskyt mykotoxinti ochratoxinu A (OTA) a
ochratoxinu B (OTB). Tento druh mykotoxini se Casto vyskytuje u obilovin, susené¢ho
ovoce a dalsich potravin, a z toho divodu je Mezinarodni agenturou pro vyzkum rakoviny
klasifikovan jako potencionalni karcinogen. U¢inky ochratoxini jsou pievazng

nefrotoxicke, ale ani imunotoxické €i teratogenni ucinky nejsou zanedbatelné.

HO 0
N 0 N F -
H H
"""-:,,,,'_ \\ '--«..,%
Cl

Ochratoxin A Ochratoxin B

Obrazek 12: Mykotoxiny ochratoxiny a jejich strukturni uspotadani

Tokajska vina jsou specidlni druh vin, kterd obsahuji uSlechtilou plisenn Botrytis
cinerea. Tento typ plisn¢ podporuje dehydrataci bobuli a udava vinu jeho typickou sladkou
chut. OvSem naruseni povrchu bobuli hroznli jednou plisni miize mit za nasledek 1 rist
plisni jinych, naptiklad rodu 4spergillus nebo Penicillium, které mohou byt potencialnim
producentem mykotoxini na botrytizovanych bobulich.

Analyza toxickych kontaminujicich latek vyzaduje velice sofistikovanou metodu.
Nejen z diivodu omezeni manipulace se vzorkem a tim zvySeni bezpecnosti laboranta, ale
také z hlediska vyskytu stopovych mnoZzstvi téchto latek. Vyvinutd on-line SPE-HPLC
metoda tyto podminky spliiovala i diky volbé citlivé fluorescencni detekce, kterd byla
vhodna pro tyto nativné fluoreskujici latky. Pfi analyze stopovych mnozZstvi latek je vhodné
analyty ze vzorku zakoncentrovat. Tento krok je umoZnén vétSim objemem nastiiku vzorku
a zéaroven se piedejde objemovému kolapsu analytické kolony. Analyty ze vzorku se v on-
line kroku zachyti na sorbentu a ptecisti od balastni matrice diive, neZ jsou eluovany na

separacni analytickou kolonu.
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Cilem optimalizaci byla rychl4 extrakce analyti a vymyti interferenci na extrak¢ni
predkoloné Ascentis Express C18 (5 x 4.6 mm, velikost ¢astic 2.7 pm) pred pfepnutim
selek¢niho ventilu a eluovani analytti na kolonu. Pro separaci pomérné lipofilnich molekul
analytli byla zvolena kolona Kinetex Phenyl-Hexyl (100 x 4.6 mm, s velikosti ¢astic 2.6
um) s reverzni fazi. Ob¢ kolony maji stejny priomér a podobné velikosti ¢astic, coZ snizuje
zpétny tlak. Zvolené mykotoxiny jsou slab¢ kyselé latky, a proto byla vodna slozka pouzité
mobilni faze okyselena 0,5% kyselinou octovou pro potlaceni ionizace a zvySeni jejich

retence. Vzorek vina byl davkovan bez pfedchozi tpravy piimo do HPLC.

Po optimalizaci byla metoda validovana s limity detekce 0,03 ug L™! pro OTA a
0,06 ng L™! pro OTB. Vyt&Znost metody se pohybovala mezi 93-103 %. Tato metoda byla
v praxi pouzita pro stanoveni OTA a OTB v 59 vzorcich archivnich Tokajskych vin.
Maximalni limit vyskytu OTA v napojich je stanoven Evropskou unii na 2 pg L'
Ochratoxiny byly detekovany pouze ve 4 vzorcich vin, kdy nejvyssi stanovena koncentrace
byla 1,2 pg L', kterd je stale pod hranici maximdlniho vyskytu. Blizsi informace o

vysledcich je ukazana v tabulce ¢.2 a v prilozené publikované préci.

Tabulka 3: Obsah ochratoxinti v tokajskych vinech, u kterych byla zjisténa kontaminace.

Archivné vino 6-Put, Zlaty Strapec 1993 1,2 ug L
OTA Archivné vino Esencia, Ostrozovi¢ 2000 0,8 ng L!
(EU limit: 2 pg L)
Muskat zIty, Slamové vino, Ostrozovic 2010 0,7 ng L!
Archivné vino 6-Put, Ostrozovi¢ 1999 0,3 ug L'
OTB Nenalezeny
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4.3. Komentar ¢. 3: Comparison study of nanofibers, composite nano/microfiber
materials, molecularly imprinted polymers, and core-shell sorbents used for

on-line extraction-liquid chromatography of ochratoxins in Tokaj wines

Po nastudovéani vlastnosti pokrocilych extrakénich sorbentli byly v této préci
pouzity ziskané¢ poznatky pro porovnani tfi riznych sorbentd v on-line zapojeni pro
stanoveni ochratoxinu A a ochratoxinu B v Tokajském ving. Pfedchozi publikace pouzivala
metodu s C18 extrakéni pfedkolonou pro velkou screeningovou studii 59 archivnich
Tokajskych vin a v této publikaci je vyvinuta a validovana metoda pouzita pro srovnani a

popis vlastnosti jednotlivych sorpénich materiala.

Pro stanoveni ochratoxinl ze vzorki vin byla vyvinuta a optimalizovéana rychla a
pln¢€ automatizovana metoda. Vino bylo bez upravy dédvkovano piimo do systému, kde
celkova analyza vcetné zakoncentrovani, pteciSténi a separace na analytické koloné

Kinetex Phenyl-Hexyl (100 x 4.6 mm i.d., 2.6 um) trvala pouze 6-8 minut.

Cilem prace bylo porovnat MIP (Affinimip SPE selektivni pro Ochratoxin A) a C18
komer¢ni pfedkolona (Ascentis Express RP C18) s nékolika typy vldkennych polymert.
Mezi testovanymi sorbenty byla vlakna ziskand metodou meltblown (uPP, uPE) a metodou
kombinujici electrospinning a meltblown (WPCL/nPCL, pPCL/nPVD). Béhem testovani
bylo nutné optimalizovat plnéni cartridge polymernimi vldkny, aby nedochazelo
k tlakovani vlivem pieplnéni vlakny, optimalizovat slozeni promyvaci mobilni faze a
teplotu v systému pro kazdé vlakno. Teplota systému je pro nanovlakna dulezita z hlediska
stability vlaken. Vlakenné materialy s piimési PCL se totiz u teplot vyssich nez 20 °C
rozpoustéji, gelovati a ucpavaji systém. Kromé uPE neumoziiovala ostatni testovana vlakna
selektivni a spolehlivou extrakci ochratoxinii z vina z diivodu ruSeni interferencemi
vretencnim case analytil. Pravé tato vybrand mikrovldkna fungovala srovnatelné
s komeréni C18 extrakéni pfedkolonou, kterd vykazovala vys$si citlivost a lepsi
opakovatelnost. Praveé ruéni plnéni kolonek vlakny miiZze mit vliv na niz$i opakovatelnost.
U vlaken byla potvrzena opétovna pouZzitelnost a robustnost ve vysokotlakych systémech,
a také opakovatelné pouziti naplnéné piedkolony sniZzuje pouziti jednorazovych pomitcek.
Pouzity MIP poskytoval dostatecnou selektivitu pouze pro OTA, hydrofilnéjsi OTB se
zadrZoval pouze na zakladé nespecifickych interakci, stejné jako matrice a z toho diivodu

bylo jeho oddéleni od interferencnich latek matrice slozité.
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Tato studie ukazala vhodnost pouziti vldken ve vysokotlakych systémech a jejich
konkurenceschopnost s ostatnimi  komerénimi extrakénimi sorbety pii analyze

jednoduchych potravinovych vzorkd.

900+
800+
700
600
500 1
400+

300

Fluorescence intensity (mV)

200+

100

PE

C18

-100

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 Time (min)

Obrazek 13: Porovnani dvou nejlepSich sorbentl a jejich optimalizovanych metod pro stanoveni
ochratoxintl ve ving.
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4.4. Komentar ¢. 4: Comparing adsorption performance of microfibers and
nanofibers with commercial molecularly imprinted polymers and restricted
access media for extraction of bisphenols from milk coupled with liquid

chromatography

Ze ziskanych poznatkii pro on-line spojeni nanovldkenné extrakce s kapalinovou

chromatografii byla v rdmci dal$iho studia nanovlaken testovana jejich schopnost precistit

vvvvvv

porovnavaci sorbenty materidly s omezenym piistupem a molekularné vtis§téné polymery,
které jsou také schopny precistit komplexni matrice. Tyto vzorky obsahuji vysoké procento
makromolekularnich latek, jako jsou lipidy, proteiny a dalsi slozky, které rusi stanoveni
analytd. Z toho duivodu je uprava téchto vzorkli pfed analyzou velice zdlouhava a
nekolikakrokova procedura. Tato prace si kladla za cil porovnat RAM, MIP a sedm novych
vlakennych sorbentl pro stanoveni péti druhl bisfenolti v matrici mléka a také vyvinout

rychlou metodu s minimalni upravou vzorku pied analyzou.

Bisphenol A
HO OH

Bisphenol A diglycidyl ether

Bisphenol AF
HO OH

cl
Bisphenol C O
HO
Bisphenol F diglycidyl ether 00\/A

Obrazek 14: Strukturni uspotadani stanovovanych bisfenolt.
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Schopnost  extrahovat nizkomolekularni analyty z biologickych matric
v pritomnosti vysokomolekuldrnich latek je vyzvou pro kazdy sorbent. Proto byla zvolena
pro testovani vlakna rtiznych typti vyroby — meltblown, electrospinning a meltblown-co-
electrospinning, kdy vznikaji i 3D struktury vldken. Tyto struktury zajistuji rovnomérnéjsi
a opakovatelngjsi plnéni extrakéni kolonky. Komeréni RAM kolonky ADS RP-C18 jsou
diky své jedinecné struktufe vhodné pro piimy néstfik vzorki do chromatografického
systému, ovSem jejich naro¢na vyroba, vysoka cena a horsi chemicka stabilita trochu ubira
na jejich atraktivnosti. Pokud by se vldkna zvladdla vyrovnat kvalitim RAM, byla by
vybornym vsestrannym sorbentem pro pripravu a extrakci riiznych typt vzorkl. Jako
porovnavaci MIP sorbent byl vybran komer¢ni Affinimip SPE selektivni pro bisfenol A a

jeho ptibuzné struktury.

Pro ptipravu vzorku pted davkovanim do HPLC byla zvolena velice rychla
proteinova precipitace s acetonitrilem v poméru 1:1 za pouziti centrifugy a ziskany
supernatant mohl byt jiz ptimo ddvkovan do systému na pfipravenou extrakéni kolonku.
Po piepnuti selekéniho ventilu probihala separace na analytické kolon¢ a poté citliva
detekce na fluorescencnim detektoru. Pouzitelnost metody byla ovérena na tfech rtiznych

typech mléka — polotu¢né a plnotu¢né kravské mléko a plnotu¢né kozi mléko.

Nove vyvinutd on-line SPE metoda vyuzivajici moderni sorbenty pro pitimou
purifikaci proteinové matrice umoznila vyrazné zrychleni celého postupu oproti oficialnim
AOAC metoddm. Kritickym bodem srovnavaci studie bylo odstranéni proteint pii
zachovani plné funkcnosti sorbenti a opakovatelnosti celé¢ analyzy. Bohuzel MIP nemély
idealni vysledky pro dalsi srovnavani, na rozdil od yPCL/nPCL vlaken a RAM. Tyto
sorbenty umoznily dobrou extrakci bisfenolti z komplexni matrice a dosazeni nejlepSich
limith detekce a kvantifikace. Tyto limity jsou desetkrat niz§i nez soucasné limity
stanovené Evropskou komisi. Nase kompozitni vlakna pnPCL/nPCL poskytla nejucinnéjsi
precisténi vzorka diky vysoké polarité sorbentu a diky 3D struktuie, ktera tvoii dostate¢né
velké prostory pro odstranéni matricového balastu na zaklad¢ sitového efektu a zaroven pro
jemnost a tvar vladken neposkytuji vazebna mista pro hydrofobni a hydrofilni interakce
s makromolekularnimi latkami. I dalsi vysledky vlédken byly srovnatelné s komeréni RAM.
Zaveéry z této studie pokrocilych extrakénich sorbentli lze pouzit jako model pro

zjednoduseni a zkraceni oficialni metody AOAC pro stanoveni bisfenold.
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4.5. Komentar ¢. 5: Comparison of nanofibers, microfibers, nano/microfiber
graphene doped composites, molecularly imprinted polymers, and restricted
access materials for on-line extraction and chromatographic determination of

ochratoxin A, zearalenone, and citrinin in plant-based milk drinks

Tato dalsi porovnavaci studie navazuje na piredchozi vyzkumy a testovani vlaken a
dalSich modernich sorbentli pro jejich schopnosti pfecistit komplexni vzorky od balastnich
latek. Pro tuto studii byla zvolena rostlinna mléka jako dal$i typ matrice obsahujici
makromolekuldrni latky, ale jiného slozeni. Tyto napoje se vyrab¢ji pfidanim vody
k obilninam, seminkim ¢i ofechiim, rozmixovanim této smési a naslednym louhovéanim a
scezenim. Vysledny napoj je tedy stabilni emulze proteind, oleje, sacharidi a vody, a svym
vzhledem podobny Zivoc¢isSnému mléku. Rostlinnd mlé¢ka neobsahuji, na rozdil od mléka
kravského, laktozu, 1i8i se sloZenim mastnych kyselin a také nasycené tuky jsou mnohem
niz$i. Z divodu pouziti seminek, ofechi ¢i obilnin pro vyrobu je redlna pravdépodobnost,
ze vychozi suroviny mohou byt kontaminované mykotoxiny, které se mohou prenést do

kone¢ného produktu.

Cilem préce bylo porovnat tfi druhy sorbenti vhodnych pro on-line extrakci
komplexnich matric pro stanoveni mykotoxinil citrininu, zearalenonu a ochratoxinu A.
Porovnat jejich schopnosti extrahovat tyto analyty, pieCistit matrici a ziskat rychlou a
uc¢innou metodu. Z tohoto diivodu byly pro testovani vybrany RAM, MIP tvoiené smési
komer¢nich MIP pro zearalenon a ochratoxin A a ndmi piipraveny MIP pro citrinin
vpoméru 1:1:1 a dvanact novych druhi vlakennych polymert — pPE, pPP, uPHB,
uPHB/uPP, uPCL/nPVDF, nPCL i s ptimési 7,7, 20,2 a 30,7% (w/w) grafenu, nPAN,
nPUR, a nPAG6. Tato vladkna byla vyrobena rliznymi postupy a méla tedy i rtizna rozlozeni

pruméru vlaken.

V pribc¢hu testovani bylo nutné optimalizovat piipravu extrakénich kolonek,
slozeni promyvaci faze pro kazdy sorbent. VSechny mykotoxiny byly pomérné lipofilni a
slabé& kyselé latky, proto byla pouZzita okyselena mobilni faze pro potlaceni jejich ionizace.
V neposledni fadé¢ bylo nutné optimalizovat i dalS$i chromatografické parametry pro
separaci mykotoxinii a naslednou detekci pomoci fluorescencniho detektoru. Béhem
optimalizace gradientu bylo nutné zohlednit i pfepinani emisnich a excita¢nich hodnot

lampy pro nastaveni vhodnych vinovych délek pro kazdy mykotoxin zvlast. Po kazdém
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pfepnuti lampy bylo nutné pted eluci dal§iho analytu nechat nulovou linii detektoru par
vtetin ustalit. Retencni ¢asy mezi jednotlivymi analyty musely byt proto dostate¢né velké.
Optimalizovana a validovana metoda pro RAM byla pro potvrzeni funk¢énosti pouzita pro

stanoveni ZEA, CIT a OTA v deseti vzorcich ryZovych a ovesnych rostlinnych napoja.

750 pl rostlinného mléka

15 min Supernatant 4 Fir
375 p.l 375 pl 1 min RPM 14000 . 0.22 um NY
Kys. Acetonitrilu \}'
mravencu /, v " R
ol ; " =
.\Q [j

Obrazek 15: Ukazka rychlé a jednoduché Gpravy vzorki rostlinného mléka
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4.6. Komentar ¢. 6: Advanced nanofibrous materials for the extraction of

pollutants in river waters and protein matrix

Posledni piehledova experimentalni studie porovnava a testuje velké mnozstvi
vlaken ziskanych béhem 4 roki studia. Bylo pouzito ptes tiicet druhti polymernich vldken
odli$né vyroby a s riiznymi typy modifikaci — hybridni vlakna, chemicky modifikovana
vlakna, grafenem obohacend vldkna a jina dal$i. Na tomto Sirokém souboru sorbentli byla
provedena podrobna studie adsorpéni selektivity vldken pro nékolik nitrofenolli a
chlorofenoltl jako cilovych analytd liSicich se hodnotou log P. Dale byly porovnavany
retenéni vlastnosti nasich sorbentii s komeréni C18 extrakéni kolonou a jejich schopnost
precistit proteinové matrice. Jako vzorova matrice byla pouzita fi¢ni voda a nésledovalo

testovani sorbentli na hovézim sérovém albuminu a lidském lyofilizovaném séru.

Tabulka 4: Pfehledna tabulka pouzitych polymernich vlaken

Polymer Vyroba Pomér vyroby; typ coatovaného materialu

PHB/PP Meltblown 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5
tPUR Meltblown
PUR AC electrospinning
PLA AC electrospinning
PCL AC electrospinning
Coating — grafen oxid
Hybridni vlakna s grafenem 10:10, 10:8, 10:7, 10:6, 10:5, 10:4,
10:3,10:2, 10:1
Hybridni vlakna s aktivnim uhlim

Hybridni vlakna se sazemi
Meltblown-co-
electrospinning uPCL/nPCL

Coating — grafen oxid
Coating — tannin

Coating — hesperidin
Coating — dopamin

Coating — dopamin + heparin

Kazda extrakeni kolona byla naplnéna 55-70 mg jednotlivych polymernich vlaken.
Tato kolonka byla poté vlozena do kovového drzéku, ktery se ptipoji piimo do HPLC
ptistroje. Pied pouzitim kazdého vldkna musi dojit k proplachu pomoci smési ACN/voda
pro vymyti necistot z vyroby ¢i z manipulace béhem ru¢niho plnéni. Takto pfipravena
vlakna jiz mohou byt pouzita k analyze. 10 ul vzorku bylo davkovéano do extrakéni kolonky
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mAU

100

50+

=50

k promyti od balastu a az poté je Sesticestny ventil pfepnut a zakoncentrovany vzorek je
separovan na analytické koloné. Cel4 devitiminutova analyza probiha pfi gradientové eluci

a je zakoncena UV detekci pfi vinové délce 210 nm.

Kromé PLA vlaken, ktera pii zapojeni do HPLC kolabovala a tlakovala systém,
byla vSechna ostatni vlakna dostate¢né robustni a vhodna pro extrakéni ucely. PCL vldkna
dokonce dosahovala vysledkii porovnatelnych s C18 extrakénim sorbentem. Vynikajici
vytéznosti a precisténi matrice vzorkid obsahujicich proteiny v on-line SPE bylo dosazeno
po aplikaci povrchové modifikovanych vldken s navazanymi polyhydroxyskupinami diky
jejich zvySené smacivosti a afinité k polarnim sloucenindm. Piestoze nas vybér vlidken byl
demonstrovan extrakci pouze chlorofenol a nitrofenoli z komplexnich matric, je
pravdépodobné, Ze nejlepsi vlakna budou stejné dobie extrahovat dalsi slouceniny, ¢imz se

rozsifi jejich aplikacni rozsah.

tri-CP
tetra-CP
PCL+DOP +H
PCL + AC
PCL + GN 10:5
10 20 30 40 50 6.0 0 go mn

Obrazek 16: Ukézka ti¢innosti on-line extrakce lidského séra o koncentraci 10 mg L™ na tfech
vybranych vlaknech — PCL vldkna potazend dopaminem a heparinem (PCL + DOP + H), PCL
hybridni vlakna s aktivnim uhlim (PCL + AC) a PCL hybridni vladkna s grafenem (PCL + GN).
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5. Zavér

Ptedlozena diserta¢ni prace shrnuje mou védeckou praci za uplynulych pét let
postgradualniho studia. Je vénovana predevsim modernim extrakénim technikadm na tuhé
fazi vyluéné v on-line zapojeni za pouziti vysokoucinné kapalinové chromatografie. Tento
vyzkum navazoval na vysledky ziskané nasi védeckou skupinou a také na vysledky mé
diplomové prace. V experimentalni ¢asti prvni prace jsem se seznamovala s vysoce
selekénimi sorbenty a s jejich on-line zapojenim. Spojenim extrakéniho a separacniho
kroku do jednoho vzniknou metody, které jsou rychlé, velice jednoduché a
automatizovatelné. Tim se zvysi prostupnost vzorkl laboratofi, minimalizuji se chyby
béhem analytické ¢asti a snizi se riziko ptipadné nechténé kontaminace vzorku. U
kontaminujicich latek je také velice dulezity krok zakoncentrovani, protoze tyto latky se

vyskytuji ve stopovych mnozstvich. Nezbytna je také metoda s vhodné zvolenou detekci.

Béhem studia byly publikovany tfi srovnavaci ¢lanky, ve kterych byly pro extrakce
zvoleny moderni sorbenty na tuhé fazi, které umoziuji spojeni s HPLC pfistrojem pomoci
systému piepinani kolon. Hlavnim cilem jejich vzajemného porovnavani bylo ptedstavit
nanovlakenné¢ a mikrovldkenné polymery jako moderni sorp¢ni materidl schopny
konkurovat ostatnim, komeréné vyrabénym sorbentim. Pfi vyzkumech byly nejcastéji
pouzivany extrakéni sorbenty RAM, MIP a C18. Nedilnou soucasti vSech metod pro
porovnavani byla i rozsahla optimalizace, vyvoj a validace on-line SPE HPLC metod a
nasledné testovani vyvinutych metod na redlnych vzorcich. Jako prvni matrice bylo
zvoleno Tokajské vino pro stanoveni ochratoxinu A a B, které nevyzaduje naro¢nou tpravu
pied davkovanim do pfistroje. Bylo zjisténo, Zze PE vlakna maji mechanickou odolnost i za
vysokych tlakli poZzivanych v HPLC a jsou schopna piecistit a upravit matrici vina pro
stanoveni ochratoxinil za podobnych podminek jako ostatni komeréni sorbenty. Nejlepsi
sorbent tohoto testovani, zejména z hlediska uspory ¢asu, byla v§ak C18 extrakéni kolonka,
kterd byla pouzita pro dalsi ¢lanek kontrolni studie 59 archivnich Tokajskych vin pro

vyskyt ochratoxinu A a B.

vvvvvv

¢i rostlinna mléka pro stanoveni kontaminantt — bisfenold a mykotoxint. V téchto studiich
byla vldkna porovnavana s MIP a RAM sorbentem, ktery je idedlni pro extrakce
komplexnich matric. Kompozitni vldkna pPCL/nPCL dokdzala po pifedchozi velice

jednoduché a kratké predupraveé vzorku precistit matrici kravského mléka od interferenci a
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dalsich balastnich latek diky 3D polarni struktuife vldken. Tim se vyrovnala ostatnim
testovanym sorbentiim, a dokonce v nékterych parametrech i komeréni sorbenty prekonala.
V matrici rostlinnych mlék byla provedena podobna rychlé prediprava vzorku precipitaci
a poté jiz byl vzorek davkovan pfimo do pfistroje. VSechny nase vyvinuté on-line SPE-
HPLC metody umoznily automatizované stanoveni mykotoxinl. Nejlepsi z testovanych
vlaken bylo nPCL, které navic od ostatnich sorbentli umoznilo nejrychlejsi a ucinnéjsi
precisténi matrice. Vysledky téchto studii Ize pouzit pro zkraceni a zjednoduseni oficialnich

metod AOAC.

Posledni publikovanou praci byla velka pfehledova a screeningova studie ptiblizné
30 novych druhii nanovldkennych a mikrovlakennych materialti ptipravenych rtznymi
typy vyroby (DCE, ACE a meltblown) a pouziti riznych modifikaci vldken pro zlepSeni
jejich fyzikalné chemickych vlastnosti. Kazdy typ vyroby vlaken ma své specifika, a proto
1 riznou vhodnost pro pouziti ve vysokotlakych systémech. Byla vyrobena hybridni vlakna
s pfimési grafenti a také vlakna na povrchu obohacena o polyfenolické latky ¢i oxidy
grafenu. Tato Siroké skupina vldken byla testovana pro stanoveni nitrofenolt a chlorofenolti
v raznych matricich a vysledky byly porovnany s komercéni C18 extrak¢ni ptedkolonou.
Nejprve byla testovana schopnost extrakce na jednoduché matrici #i¢nich vod a poté byly
zvoleny komplexni matrice hovéziho albuminu a lidského séra. Timto vyzkumem bylo
zjisténo, ze nekteré typy vlaken jsou zcela nevhodné pro pouziti v téchto matricich, at’ uz
z hlediska tlakovani syst¢ému nebo z divodu nedostateCné retence cilovych analyti.
Naopak PCL vlakna vyrobena DCE s modifikacemi i bez nich predcila ostatni vlakna a
jejich ucinnost byla srovnatelna s Gcinnosti C18 extrakéniho sorbentu ve vSech typech

matric.

Tato prace, zabyvajici se rozsdhlym testovanim a porovnavanim vladkennych
sorbentil, ukazuje jejich potencidl a pravo fadit i nanovladkna ¢i mikrovldkna mezi moderni
extrakéni materialy pouZitelné pro ipravy vzorkil v chromatografické analyze. Siroka $kala
jejich moznych modifikaci dava na vybér velké mnoZstvi sorbentli pouZitelnych pro rizné
druhy analyz. Vyznamnym vysledkem této prace je kritické srovnani vlaken
s univerzalnimi sorbenty, jako jsou RAM a C18 extrakéni sorbenty, kdy vladkenné materialy
dosahovaly srovnatelné i¢innosti. Zadné vyrobené vlakno nebude pravdépodobné nikdy
100% univerzalni, ale z naSich testd vyplyva, Ze PCL vlakna vykazuji Siroky aplika¢ni
rozsah, a proto maji k této univerzalnosti nejblize. Jejich vyborné vysledky pii stanovovani

ruznych latek v kravském mléce, rostlinnych népojich, fi€nich vodach, hovézim sérovém
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albuminu ¢i lidském séru to jen dokazuji. Dulezitou vlastnosti vlaken je jejich schopnost
selektivné odstranit makromolekuldrni latky v matricich pifi zachovani vysoké retence
cilovych analyt. V dne$nim svété s rostoucim zdjmem o ekologii a ,,zelenou chemii* jsou
opakované¢ pouzitelné a biodegradabilni vldkenné materidly také velice zaddanym

materialem.

Predmétem dalSich vyzkumi pro pouziti vlakennych sorbentli v analytické chemii
je otazka jejich nejefektivnéjSiho uspofadani v extrakéni kolon€ ¢i disku, dalSiho
objevovani stabilnich chemickych modifikaci s vysokou ucinnosti extrakce a Sirokym

vyuzitim ¢i nalezeni biodegradabilniho materidlu spliujici tyto vSechny parametry.
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posterova prezentace

11. Postgradualni a 9. Postdoktorandska védecka konference, Hradec Kralové, 2021,

ustni prezentace

4th International Caparica Christmas Conference on Sample Treatment, Lisabon —

Portugalsko, 2020, posterova prezentace (cena za nejlepsi poster)

10. Postgradualni a 8. Postdoktorandska védecka konference, Hradec Kralové, 2020,

ustni prezentace

16th International Symposium on Hyphenated Techniques in Chromatography and

Separation Technology, Gent — Belgie, 2020, posterova prezentace

Ceska chromatograficka $kola, Zaje¢i — CR, 2019, tstni prezentace

41st Mycotoxin Workshop, Lisabon — Portugalsko, 2019, posterova prezentace

9. Postgradualni a 7. Postdoktorandska konference, Hradec Kralové, 2019, ustni
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2020-2022 Grantova agentura Ceské republiky, projekt &. 20-19297S
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chromatografické extrakce komplexnich matric (student spolufesitel)

2019-2021 Grantova agentura Univerzity Karlovy, projekt ¢. 1134119
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2019-2021 Grantova agentura Univerzity Karlovy, projekt ¢. 1466119
Vyvoj on-line SPE v spojeni s UHPLC-DAD separaciou a off-line SFE v kombinacii s
UHPLC-DAD-CAD/ SFC-UV-MS separaciou pre rychle stanovenie fenolickych latok

v ovocnych vzorkach (spoluresitel)

2019-2021 STARSS projekt ¢. CZ.02.1.01/0.0/0.0/15_003/ 0000465

Specialized Team for Advanced Research on Separation Science (student spoluieSitel)

71



9. Prilohy

72



