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Abstrakt
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Tadea$ CeFovsky

Skolitel: PharmDr. Ivona Lhotskd, Ph.D.

Nazev diplomové préace: Stanoveni kontaminantl pomoci online spojeni extrakce a kapalinové

chromatografie systémem prepinani kolon

Tato diplomova prace se zaméfruje na testovani novych typl nanovldken jako sorbent pro
extrakci a jeji online spojeni s kapalinovou chromatografii systémem prepinani kolon. V praci
byla testovana polyamidovd nanovlakna (PA) typu PA 6, PA 11, PA 4/6, PA 6/12, PA 6(3)T.
S nanovlakny typu PA 4/6, kterd vykazovala nejlepsi extrakeni vlastnosti, byla optimalizovana
metoda online spojeni extrakce a kapalinové chromatografie systémem prepinani kolon pro

stanoveni kontaminantd v pfirodnich vodach.

Béhem optimalizace metody byla vybrana vhodna analytickd kolona. Dale byla
experimentdlné zjisténa vhodna gradientova eluce, optimalizoval se proces plnéni extrakéni
kolonky, kterd se ru¢né plnila polyamidovymi nanovlakny. Byly také optimalizovany parametry
jako je délka promyti a ¢as prepnuti ventilu, velikost nastfiku vzorku. Detekce byla provedena
DAD detektorem pfti vinové délce 220 nm. Vysledkem prace byla Uspésné vyvinutd a

validovanad analyticka metoda véetné extrakce, vykazujici dobrou pfesnost i preciznost.

Metoda byla poté pouZita pro stanoveni kontaminant( v Fekach zrGznych mist v Ceské
republice. Kontaminanty, které si tato prace dala za cil stanovovat, jsou vybér pesticidi a
fenolickych latek, které se mohou objevovat v fekdch, podzemnich voddch, okolni padé. Unik
téchto latek do pfirody je hlavné dlsledkem primyslové vyroby a hnojeni pad. Zadny
z hledanych analytl nikde nedosahoval limitu kvantifikace. To je obecné pozitivni zprava,
jelikoz vzhledem k jejich toxickym ucink(im je snaha je z mistnich vod a okolnich ptd co nejvice

eliminovat.






Abstract

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry
Candidate: Tade4a$ Cefovsky

Supervisor: PharmDr. Ivona Lhotska, Ph.D.

Title of the diploma thesis: Determination of contaminants using online hyphenation of

extraction and liquid chromatography via column-switching system

This diploma thesis is focused on testing new types of nanofibers as sorbents for extraction
and their online connection with liquid chromatography using a column-switching system. In
this work, polyamide nanofibers (PA) were tested, including types PA 6, PA 11, PA 4/6, PA
6/12, and PA 6(3)T. PA 4/6 nanofibers, which exhibited the best extraction properties, were
applied for a method optimization using the online connection of extraction and liquid
chromatography via a column-switching system for the determination of contaminants in
natural waters. During the method optimization, a suitable analytical column was selected.
Furthermore, optimal gradient elution was determined experimentally, and the process of
packing the extraction column, manually filled with polyamide nanofibers, was optimized.
Parameters such as duration of washing, valve switching time, and sample volume were also
optimized. Detection was carried out using a DAD detector at a wavelength of 220 nm. The
result of the work was a successfully developed and validated analytical method, including

extraction, demonstrating good accuracy and precision.

Afterwards, the method was applied for the determination of contaminants in rivers from
various locations in the Czech Republic. The target contaminants in this thesis are a selection
of pesticides and phenolic compounds that may appear in rivers, groundwater, and
surrounding soil. The release of these substances into the environment is mainly a
consequence of industrial production and soil fertilization. None of the sought analytes
reached the limit of quantification. This is generally positive news, as efforts are made to

minimize their presence in local waters and surrounding soils due to their toxic effects.
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Seznam zkratek

ACN acetonitril

EPA (U.S.) Ufad pro ochranu Zivotniho prostredi
FLD fluorescencni detektor

GC plynova chromatografie

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
LC kapalinova chromatografie

LOD limit detekce

LOQ limit kvantifikace

MeOH methanol

MS hmotnostni spektrometrie

NP-HPLC HPLC na normalnich fazich

PA polyamid

PVC polyvinylchlorid

RP-HPLC HPLC na obracenych fazich

RSD relativni smérodatna odchylka

SEM skenovaci elektronovy mikroskop
SPE extrakce na tuhou fazi

TUL Technicka univerzita Liberec

uv ultrafialova detekce






1 Uvod

V oblasti analytické chemie se vsoucasnosti usiluje o co nejvétsi miniaturizaci a
automatizaci vSech proces(l. Dvodem je zkraceni doby analyzy, omezeni lidské chybovosti a
také zmenseni celkové spotieby organickych ¢inidel a samotného analyzovaného materidlu.
Snahu o automatizaci naplfiuje praveé i online spojeni extrakce a kapalinové chromatografie.
Jako slibny materidl pro extrakci se diky své velké absorpcni ploSe jevi nanovlakenné polymery.
Jednd se o pomérné rliznorody materidl, protoze je polymeru spousta druhu, a Ize je tak pouZit

pro Sirokou skalu analyz.

V této praci byla konkrétné vyzkousena nanovlakna vyrobend z polyamid(. Polyamid 6 je
jiz pomérné zavedenym materidlem v analytické chemii a jsou s nim dobré zkuSenosti. Proto
si dala tato prace za cil otestovat také jiné druhy polyamid(. Nanovldkna byla pouzita jako
extrakéni sorbent pro stanoveni kontaminant(l Zivotniho prostfedi pomoci online spojeni

extrakce a kapalinové chromatografie systémem prepinani kolon.
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2 Cil a popis prace

Cilem této préace bylo otestovani novych typl polyamidovych nanovlaken. Sledovala se
zde jejich stabilita, retence a také jejich selektivita pro modelové analyty. VSechna testovana
nanovldkna byla vyrobend na Technické univerzité v Liberci technikou elektrostatického
zvldknovani.

S nanovlakny, ktera vykazovala nejlepsi extrakéni vlastnosti, se poté optimalizovala

metoda online spojeni extrakce a kapalinové chromatografie systémem prepinani kolon pro

stanoveni kontaminantu v pfirodnich vodach.

Béhem prace byly optimalizovany podminky jak extrakéni, tak chromatografické. U
podminek chromatografickych byla vybrana vhodnd kolona, mobilni fdze a nastavena
gradientova eluce. Optimalizace extrakénich podminek zahrnovala primarné proces plnéni
extrakéni kolonky, volbu vhodného polyamidového nanovldkna jakozto sorbentu, délku
promyti kolonky a ndsledné prepnuti ventilu, ale také velikost ndstfiku vzorku. Nasledné byly
ovéreny validacni parametry jako test zpUsobilosti systému, linearita, preciznost a presnost a

také limit kvantifikace a limit detekce.

Po validaci metody doslo k vlastnimu stanoveni vybranych kontaminantl v redlnych

vzorcich, které reprezentovaly vzorky rdiznych fek z riznych mist v Ceské republice.
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3 Teoretickd Cast

3.1.1 4-nitrofenol
Prvnim sledovanym analytem v této praci je 4-nitrofenol. Jeho pouZiti je velmi
rozsahlé, nejcastéji se jedna o vyrobu barviv, pesticidd, vybusnin, léciv, polymer( ve
strojirenstvi, nebo napfiklad se pouziva pfi vyrobé maziva proti korozi. Kvlli témto vyrobnim
procestim se velmi Casto vyskytuje v odpadnich vodach prlmyslovych tovaren. Americka
organizace Enviromental protection agency (EPA), v prekladu Ufad pro ochranu Zivotniho
prostiedi, uvadi 4-nitrofenol na seznamu vyznamnych kontaminant( (Priority Pollutant List).

Jedna se tedy o latku, ktera je sledovana a je snaha ji co nejvice regulovat [1,2].

Hlavni nevyhodou je vysoka rozpustnost pravé ve vodé a jeho velkd stabilita v pfirodé.
To muzZe velmi lehce negativné ovlivnit okolni organismy, tedy i ten lidsky — at uZ je to pres
dychaci systém, Usta, pres trdvici systém, ¢i s jednd o pouhy kontakt s kiZi. To pak vede
k nepfiznivym ucinkdm na jatra, ledviny, na burky krve a na centralni nervovy systém. Dale je
4-nitrofenol oznacovan jako potencialni karcinogen, teratogen a mutagen, ktery ohrozuje lidi,

zvitata i rostliny uz pfi velmi nizké koncentraci [1,3,4].

OH

O5N
Molekulovda hmotnost: 139,11

log P: 1,44

pKa: 8,569 (5]
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3.1.2 Bisfenol A

Jednd se o organickou slouéeninu ze skupiny bisfenold. Radi se mezi takzvané

endokrinni disruptory, tedy o latku s estrogenni aktivitou [6].

Bisfenol A se predevSim pouzivda pro vyrobu epoxidovych pryskyfic a
polykarbonatovych plastd. Tedy hlavné k vyrobé plastovych pfibord, CD a DVD a plastovych
nadob. Polykarbondatové plasty maji vyuZziti i v potravinarstvi, i proto je jejich kontrola dalezita.
Dale se vyuziva pfi vyrobé povrchovych lakd pro konzervy, pro kovova vicka nadob, ale
napriklad se jim potiraji i polyvinylchloridové (PVC) trubky. Z téchto vyrobk( se bisfenol A

mUzZe dostat i do vodniho prostfedi a mit pak neblahy tGcinek na okolni fléru i faunu [6,7].

Vodni prostfedi neni jedinym rizikovym zdrojem, svlj podil mda i vzduch a plda.
Primarni cesta intoxikace vSak vede skrze kontaminované potraviny. Jeho vliv na lidsky
organismus je cytotoxicky, genotoxicky, neurotoxicky a reprodukcné toxicky. Evropska komise
stanovila limit kontaminace u jidla, které se dostane do kontaktu s plasty na 0,05 mg/kg, jedna

se o maximalni hodnotu, kterd nesmi byt prekrocena [7,8].

CH3
HO OH
CH3

Molekulovd hmotnost: 228,29
log P: 3,32

pKa: 9,6 [5]
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3.1.3 2,4,6-trichlorfenol

2,4,6-trichlorfenol se béiné pouziva jako pesticid, herbicid a také jako konzervacni
prostiedek na dfevo, kizi a lepidlo. Dochazi tak ke kontaminaci odpadnich vod a okolni pudy.
To pak zpuUsobuje u lidi respiracni potize, jako jsou kasel, chronicka bronchitida, tlak na hrudi

a mlze mit také ucinek na celkovou funkci plic. Jsou hldseny i vlivy na nervovy systém [9,10].

2,4,6-trichlorfenol zpGsobuje leukémii u potkand a u mysi benigni/maligni nadory jater.
Nékolik mezindrodnich agentur povazuje tuto latku jako karcinogenni riziko i pro ¢lovéka. Tato
latka se fadi mezi extrémné toxické, mutagenni, karcinogenni exogenni xenobiotika v Zivotnim

prostredi [9,11].

Je snaha o maximalni eliminaci a sniZzeni expozice pro primarni prevenci proti rakoviné

a obecné i jako prevence pred vySe zminénymi potizemi [10,11].

OH
Cl Cl

Cl

Molekulova hmotnost: 197,44
log P: 3,32

pKa: 6,386 (5]
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3.1.4 Nonylfenol

Nonylfenol je toxickda xenobioticka sloucenina, ktera se klasifikuje jako endokrinni

disruptor. Jedna se tedy o latku negativné ovliviujici hormonalni systém lidi a zvirat [12].

Nonylfenol vznikd jako meziprodukt pfi vyrobé nonylfenoletoxylatl. Ty se v priimyslu
pouzivaji jako povrchové aktivni latky — sniZuji povrchové napéti vody. Jednd se tedy o
pramyslové detergenty neboli Cistici prostfedky. Mohou se také pouzivat jako zmékcovace a

antioxidanty plast( i pryze [12,13,14].

Nonylfenoletoxylaty se pak uvoliuji do odpadnich vod, a to ve znaéném mnoistvi. Ve
vodé pak degraduji na rdzné vedlejsi produkty a jednim z nich je pravé i nonylfenol. Kv(li
znacné lipofilité a velmi Spatné rozpustnosti ve vodé se nonylfenol uklada spiSe v ficnich
sedimentech, Cistirenskych odpadnich vodach a kalech, ale dale pak i v pdé a podzemnich
vodach. V Evropské unii je nonylfenol na seznamu prioritnich latek a jeho koncentrace v
povrchovych vodach nesmi dle zakona o normach enviromentalni kvality presahovat 2 pg/I.
Kvali Skodlivym dopadlm na Zivotni prostredi bylo pouzivani nonylfenoletoxylatl v Evropské

unii zakazano, to plati i v Kanadé. Napfriklad v USA tento zakon v3ak neplati [12,14,15].

OH

H3C CHsj

CH; CHs

Molekulova hmotnost: 220,36
log P: 5,47

pKa: 9,766 (5]
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3.1.5 Cypermethrin a deltamethrin
Jednd se o syntetické pyrethroidy, které se pouZivaji primarné jako pesticidy —
konkrétnéji insekticidy. Cypermethrin a deltamethrin jsou jedny z nejvice pouzivanych latek
pro tento Ucel po celém svété. Jejich pouZiti v zemédélstvi ma pak za nasledek prosakovani
pudou, kontaminaci fi¢nich a podzemnich vod, ale mohou se prenaset i pfimo vzduchem

[16,17,18].

Jejich expozice necilené nejvice postihuje vodni organismy, pifevazné ryby, ale jedna se
o problém postihujici i ostatni organismy véetné ¢lovéka. U ¢lovéka je pak riziko chronickych
¢i trvalych neurotoxickych nebo neurologickych ucinkd, selhani reprodukéniho procesu (vede
k potratu), imunosuprese, teratogenniho ucinku, ¢i tvorby reaktivnich forem kysliku a inhibici

antioxidacnich enzymu, coz ma za nasledek oxidativni poskozeni organismu [16,17,19,20].

Opakované vystavovani se cypermethrinu a deltamethrinu je spojeno s vyskytem
rakoviny, nejéastéji s rakovinou mocového méchyre, konecniku, ledvin, slinivky, plic atd.
Velkym problémem je schopnost pesticidu vazat se na tuk, coz vede k nasledné bioakumulaci

v téle, a tedy nejvice v k(zi, jatrech, ledvinach, nadledvinach, vajec¢nicich a mozku [17,19,21].

Cypermethrin

S Vs
(3r//lk§§“»“' “wTT//C) 0
O
H

Molekulovd hmotnost: 416,30
log P: 5,8

pKa: N/A (5]
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Br

\ W 4,
\\) ’
B r /k o ,

Molekulova hmotnost: 505,21
log P: 6,47

pKa: N/A (5]

Deltamethrin

r

O
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HPLC neboli vysokoucinna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography) je analyticka metoda, ktera se pouZziva k oddéleni, identifikaci a kvantifikaci
slozek smési kapaliny. Jak jiz z ndazvu vyplyva, tato metoda vyuZiva princip kapalinové
chromatografie, vzorek je pak pohanén kapalnou mobilni fazi (rozpoustédlo), ktera nasledné
protéka stacionarni neboli pevnou fazi. Na zdkladé rozdilnych interakci vzorku s mobilni a
stacionarni fazi dochazi k oddéleni jednotlivych latek ve smési (vzorek). Existuji dva typy HPLC,
tzv. NP-HPLC (“normal phase HPLC”) neboli HPLC na normalnich fazich, v tomto systému ma
stacionarni faze polarni charakter, naopak mobilni faze je zde nepoldrni. Druhym typem, tim
mnohem vice v praxi vyuzivanym, je RP-HPLC (“reverse phase HPLC“) neboli HPLC na
obracenych fazich, v tomto pfipadé je stacionarni faze nepolarni a mobilni faze poldrni. Volba
systému zavisi na charakteru latky/latek, které se snaZime analyzovat. Pro organické
kontaminanty povrchovych vod vzhledem k charakteru analyzovanych latek je vhodny systém

RP-HPLC, jelikoz analyty jsou latky lipofilnéjsi — vice nepolarni [22,23].

Cely systém obsahuje nékolik klicovych soucasti, z nichZz kazdd ma svou specifickou

funkci. Zadkladnimi sou¢astmi HPLC systému jsou:
Pumpa (vysokotlaké c¢erpadlo) — ma za ukol pohanét mobilni fazi skrz cely systém [22,23].

Autosampler (automaticky davkovac) - slouzi k davkovani vzorku o presném objemu do

proudici mobilni faze, ktera jej nasledné odnasi skrze zbytek systému [22,23].

Chromatograficka kolona — kolona je naplnéna stacionarni fazi, skrze ni protéka mobilni faze
spolecné se vzorkem, dochazi zde k efektivnimu rozdéleni slozek smési na zdkladé interakce
latky se stacionarni a mobilni fazi. Kolona muze byt vyrobena ze Siroké skaly material( a mit
rdzné rozméry, opét vse zavisi na konkrétni aplikaci a charakteru latek, které se snazime
oddélit. Pro RP-HPLC je staciondrni fazi nejcastéji silikagel s navdzanym ligandem (napft. -C18,

-C8) [22,23].

Detektor — k identifikaci slozek vzorku nam slouzi detektor. Nejcastéji se jednd o detektory
typu UV spektrofotometr, fluorescencni, nebo v dnesni dobé velmi populdarni hmotnostni

spektrometr [22,23].
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3.2.1 Povrchové porézni Castice

Takzvané core-shell neboli povrchové porézni ¢astice jsou velmi vyuZivané v oblasti
analytické chemie jako ndpln chromatografickych kolon. Kolony plnéné povrchové poréznimi
Casticemi maji diky své strukturfe vysokou separacni ucinnost srovnatelnou s mensimi
Casticemi (<2um), ale generuji nizsi zpétny tlak, ktery je stdle kompatibilni s klasickym HPLC.
Dlvodem je vys$si permeabilita kolony. To ndam pomdha s rychlejsi a Gcinnéjsi separaci [24].

Nizky zpétny tlak je také vhodny v online SPE pti zapojeni dvou kolon, a proto byly povrchové

porézni ¢astice vyuzity i béhem této prace.

Skladaji se ze dvou hlavnich ¢asti, jak jiz i ndzev napovida. “Core” neboli pevné jadro a
“shell” neboli obal — respektive se jednd o pdérovitou tenkou vrstvu. Pravé diky pevnému jadru
a relativné nizké podrovitosti je snizend axialni — podélnd difuze (jednd se o ¢len B ve van
Deemterové rovnici). Diky pevnému jadru také dochazi ke snizeni délky difuzni drahy, neboli
prevodu hmoty mezi staciondrni a mobilni fazi (parametr C ve van Deemterové rovnici). A
v neposledni fadé je zde nezavisla vifiva difize na pritoku mobilni faze, diky velikosti a
relativni homogenité ¢astic (parametr A ve van Deemterové rovnici). Primarné z téchto
dlvodu jsou pravé tyto castice velmi oblibenou naplini v HPLC analytickych kolonach. Existuji
vsak celé rady dalSich materidld a je nutné upravovat podminky separace vzdy dle charakteru

analyzovanych latek [24,25].

Porous layer

Solid core A 035 um

1.9 um &~

Obrdzek 1: Zdkladni struktura povrchové porézni ¢dstice (priklad Kinetex
Castice) [25]
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Extrakce na tuhé fazi (SPE — solid phase extraction) je analyticka technika pro Upravu
vzorku pouZzivand k odstranéni rusivych sloZzek matrice a dochazi zde k zakoncentrovani latek.
Principem metody je déleni analytli mezi dvé navzajem nemisitelné faze. Kapalny vzorek
prochdzi ¢asticemi pevné faze neboli sorbentu. Dilezitd vlastnost je, aby nase analyty mély
vyssi afinitu k sorbentu (retence materidlu) a to proto, aby se vném analyty zadrZely
(adsorpce). Poté musi dojit k eluci analytl pomoci elu¢niho ¢inidla/rozpoustédla (desorpce).

Ve fazi desorpce musi mit analyty naopak vétsi afinitu pravé k mobilni fazi [26,27].

Kroky SPE:
1) aktivace sorbentu organickym rozpoustédlem

2) odstranéni organického rozpoustédla a kondicionace rozpoustédlem s podobnymi

vlastnostmi jako matrice vzorku
3) naddvkovani vzorku — dojde k zadrZeni analytl na sorbentu

4) promyvaci krok — odstranéni interferujicich slou¢enin rozpoustédlem, které nevyvazuje jiz

navazané analyty

5) eluce analytt [26,27]

Proces SPE Ize provadét i online ve spojeni s HPLC, v nasem pfipadé byl vyuZit systém
prepinani kolon. Pfepnuti mezi extrakéni a analytickou kolonou funguje za pomoci
Sesticestného ventilu (viz Obr. 2). Jednd se o analytickou techniku, ktera vyuzivd SPE pro
Upravu vzorku a jeho zakoncentrovani a naslednou analyzu pomoci HPLC bez manualniho
zasahu. Vzorek vsak nemiZeme do systému davkovat Uplné neupraveny. Vzorek nesmi
obsahovat precipitaty nebo pevné Castice. A to z dlivodu, Ze by dochazelo k ucpdni kolony,
nebo v horSim pripadé jeji degradaci. Proto je zde nutnd piredchozi Uprava, vyuzivaji se bud’
filtry, centrifugace Ci precipitace. Po této Upravé vsak uz mGzeme vzorek davkovat prfimo do

systému [28,29,30].
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Vyhodou online zapojeni je, Ze cely objem zakoncetrovaného analytu se mlze primo
eluovat na kolonu. Odpadaji tim rGzné mezikroky a manipulace, napf. odpareni eluatu a
rekonstituce v mobilni fazi. Diky tomu se snizuje i ¢asova naroc¢nost analyzy. Ddle se omezuje
chybovost zplsobena manualni praci ¢lovéka, tedy dojde k zvySeni presnosti a spravnosti
analyzy. Diky mensi manipulaci s napfiklad potenciondlné infekénim biologickym vzorkem je
také i nizsi riziko infekce. MlZeme také zvysSit ndstfik vzorku, jelikoZz nejdfive dojde
k zakoncentrovani na SPE kolonce a je zde tak mensi Sance, Ze dojde k rozmyvani pikd velkym
objemem, ¢i presyceni analytické kolony. Problém miZe nastat v pfipadé, Ze dochazi
k zakoncentrovani i balastnich latek matrice, které m{iZou vysycovat sorbent na extrakcni
kolonce a cilené analyty se uz tak nemohou ddle zadrzovat. V online SPE technice dochazi také
k znatelnému snizeni spotfeby rozpoustédel a snizeni tvorby odpadu. Optimalizace a vyvoj
online metod nejsou viibec jednoduchym a bezproblémovym procesem a je potfeba je vidy
upravit podle charakteru analyzovanych material( a matrice, v které jsou analyty rozpustény

[29,30,31].
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Obrdzek 2: Schéma online spojeni SPE a HPLC systémem prepindni kolon [31]

Ventil v poloze A: Na tomto obrazku mizZeme vidét prvni polohu ventilu. Pumpa zde pohdni
promyvaci mobilni fazi spolecné se vzorkem. Vzorek je ddvkovan pomoci automatického
davkovace a je unasen mobilni fazi skrze 6-cestny ventil na extrakéni kolonku. Mobilni faze ma
vtomto prvnim kroku slabsi elu¢ni silu, aby dochdzelo k zachyceni analytl na extrakéni
kolonce a je dodavana pfidatnou pumpou. V tomto kroku dochazi primdarné k zakoncentrovani

a precisténi vzorku od interferujicich latek matrice.

Ventil v poloze B: Zde mlzeme vidét, jak se zméni cesta po prepnuti ventilu do druhé polohy.
Dochdzi k eluci zachyceného analytu — mobilni faze zde proudi opaénym smérem, nez tomu
bylo u prvniho kroku, ¢asto se pracuje s eluci gradientovou misenim dvou mobilnich fazi.
Vzorek je eluovan z extrakéni kolonky a je unasen mobilni fazi na analytickou kolonu, kde
dochazi k vlastni separaci latek. Elucni sila mobilni faze musi byt silnéjsi, nez tomu bylo u prvni
polohy, aby doslo k vymyti analytd z extrakéni kolonky. Proto musi byt mobilni faze odlisna od

promyvaci mobilni faze pouzité v prvnim kroku.
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Nanovladkno je definovano jako vlakno, jehoz prlimér je nizsi nez 1 um (1000 nm). Jeho
délka je vSak mnohonasobné vyssi. Prlimér neboli tloustka vlakna zavisi na zplsobu vyroby.
V pramyslové vyrobé se vyuZivd primarné dvou technologii. Tou prvni je rozfukovani
z taveniny, tzv. melt-blown. Touto metodou vsak vznikaji nanovldkna s vétSim pramérem.
Druhou, tou primarné pouzivanéjsi, je technologie elektrostatického zvlaknovani neboli
electrospinning. Diky nému jsme schopni vytvofit vlidkno, které ma prdmér nizsi nez 100 nm
[7,32]. Kvili jeho stabilité vSsak nemuze byt pfi této velikosti samostatné, proto se organizuje

do vétsich struktur v podobé vrstev zachytdvanych na nosicéi nebo v podobé vat [32,33].

Nanovldkna se vyznamenavaji hlavné velkym povrchem vzhledem k poméru tloustky a
délky a porozitou. To je velmi pozitivni pro vyuziti nanovlaken jako sorbentu pti extrakcich na
tuhou fazi, protoze diky svym vlastnostem maji vysokou extrakéni Gcinnost. Dalsi vyhodou je,
Ze pro dosahnuti tak vysoké extrakéni Ucinnosti je zapotiebi pouze minimdlni mnoZstvi
sorbentu. To nam pomze snizit pouZitad rozpoustédla, zkratit dobu analyzy a je moZné pouzit

i mala mnozstvi vzorku [32,33].

Zdroje pro vyrobu nanovldken jsou velmi riznorodé, muze se jednat o pfirodni nebo
syntetické materidly. Mezi ty pfirodni miZzeme radit dfevo, houby, nebo schranky korys,
jedna se pak o biopolymery nejéastéji napriklad na bazi celuldzy a chitosanu. Ze syntetickych
materiald to mohou byt napriklad polymery polyakrylonitril, polyvinylchlorid, polystyren,
polyamidy (PA — nylon), polypropylen, nebo polykaprolakton. Ale miZe se jednat také o
nanovlakna keramickd, uhlikova, nebo dokonce i kovova. V nasi praci se vSak pracovalo
s nanovlakny polyamidovymi. Jednotlivé matridly a nanovlakna z nich vyrobena se velmi lisi ve
svych mechanickych vlastnostech a selektivité, to nam zajistuje Siroké spektrum analyz a

formata SPE, které mlizZeme provadét [32,33,34].
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34.1 Technologie melt-blown
Jak jiz byl feceno, tato technologie se pouZziva pro vyrobu viaken, ktera maji vétsi Sirku
(1-2 um). Jedna se tedy spiSe o mikrovlakna, nikoliv nanovldkna. BEhem vyfukovani taveniny
(melt-blown) dochazi k vytlaceni taveniny polymeru skrz extrudér pomoci horkého vzduchu.

Tato metoda byla vyvinuta uz v 50. letech 20. stoleti [7,35,36].

Obradzek 3: Schéma melt-blownu [36]

Horky proud vzduchu zrychluje taveninu polymeru a dochazi k dramatickému ohybani
a mavani, diky némuz dochazi k prodluzovani vlakna. Proudici vzduch je vétSinou nastaven na
teplotu atmosféry pfi pokojové teploté. Diky tomu, Ze tavenina polymeru ma mnohem vyssi
teplotu, dochdzi tak k chlazeni — tuhnuti vldkna v urcité vzdalenosti od vystupu a ukladaji se
jako netkand vrstva na kolektor. Vysledné vlastnosti vlakna primdarné zdlezi na druhu
materidlu, parametrech nastavenych pfi melt-blownu a na proudicim vzduchu. Diky vétsi
tloustce vldkna vsak maji sorbenty mensi povrch, nez by tomu bylo u elektrostatického

zvlaknovani. Vyhodou je vSak vyssi mechanickd odolnost a vyssi porozita [7,35,37].
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3.4.2 Technologie elektrostatického zvlaknovani (electrospinning)

Druhou technologii je metoda takzvaného elektrostatického zvlakfiovani neboli
electrospinning. Principem této technologie je tvorba velmi jemnych vldken v fadu desitek az
stovek nanometrd plsobenim silného elektrického pole z kapalného (roztok ¢i tavenina)
materialu. Maji tedy mensi prdmér nez u predchozi technologie melt-blownu. Diky rdznym
dostupnym polymerim mlzZeme touto technikou vytvaret Sirokou S$kalu nanovldken

s unikatnimi vlastnostmi [7,38].

Zakladni systém zahrnuje zasobnik s kapalinou/taveninou, trysku/jehlu pro vstfik
kapaliny, elektrody, zdroj vysokého napéti a sbérnou plochu (kolektor). Roztok nebo tavenina
je vedena na konec trysky, coZ je vlastné mald kapildra, kterd je vystavena vysokému
elektrickému napéti. K tvorbé vldkna dochdzi mezi 2 opacné nabitymi elektrodami. Jedna
elektroda je v kontaktu s kapalinou/taveninou a predava ji tak ¢ast své energie. Diky tomu je
elektroda vystavena elektrostatickym sildm druhé elektrody. Elektrostaticka sila zde vytvori
tenky proud kapaliny, ktery je nasledné roztahnut do vlakna béhem cesty ke kolektoru (vytvari
se tzv. Taylorlv kuzel). Po odpareni rozpoustédla dochazi ke ztuhnuti vldken na kolektoru a

vytvori se tak sit/matrice nanovlaken [7,38,39].

Existuje také i zpUsob bez poufZiti jehly (takzvany “needleless electrospinning”), zde
dochdzi k zvldknovani z volného povrchu taveniny/roztoku. Misto jehly se zde pouZije struna,
tycka ¢i valecek. Vytvari se mnoistvi trysek z celého volného povrchu a diky tomu se zvysi

mnozstvi vyprodukovaného materialu [7,40,41].
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Obrdzek 4: Schéma elektrostatického zvldkriovani pomoci jehly [39]
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Obrdzek 5: "Needleless electrospinning” za pouZiti
struny [41]

343 Polyamidova vlakna

Polyamidy (PA) jsou syntetické polymery obsahujici opakujici se amidové skupiny
(-CONH-) v jejich molekulové strukture. Jsou syntetizovany polykondenzaci Q-aminokyseliny,
polyreakci diaminu s dikarboxylovou kyselinou nebo halogenidem a polymeraénimi reakcemi
laktam( za otevreni kruhu. Polyamidy maji Siroké vyuziti v primyslu, a to zejména diky jejich
pevnosti, odolnosti proti opotiebeni a dobré chemické odolnosti a tepelné stabilité. Na
zakladé vlhkosti mohou ménit své prostorové a mechanické vlastnosti. Diky témto
vlastnostem maji Sirokou skalu vyuZiti. Jevi se i jako vhodny sorbent pravé v SPE. Toho bylo

vyuzito béhem této prace [42,43].

Existuje celd fada druhd polyamidd, jejich struktura ma vliv na vlastnosti nanovlaken a
jejich pouziti. V této praci bylo pracovano s PA nanovldkny vyrobenymi na Technické
Univerzité v Liberci. Vldkna byla vyrobena electrospinningem pomoci patentované bezjlehlové
technologie Nanospider (Elmarco). Oproti klasickym elektrospinningovym zatizenim ma
Nanospider specidlné navrzenou geometrii, kterd umoznuje precizni kontrolu tlaku, rychlosti
a distribuce polymerového roztoku, coz vede ke generaci velmi jemnych vldken. Vysledna
nanovlakna jsou pak uniformni, tenka a maji vysoky stupen porozity. Tyto vlastnosti jsou pak

klicové pravé v SPE [42,43].
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Na zakladé struktury mGzeme polyamidy rozdélit na 3 zakladni typy:
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Pro lepsi prehlednost byly polyamidy pouzity béhem této prace vyznaceny ¢ervenou barvou.
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Obrdzek 6: Struktura pouZitych polyamidovych nanovidken z TUL pod
elektronovym mikroskopem [43]

3.4.3.1 Polyamid 6 — Nylon

Asi nejznaméjsim a nejvice pouzivanym polyamidovym nanovlaknem je PA 6. Jeho
strukturu mizZeme vidét na obrazcich vyse. PA 6 vznika polymerizaci kaprolaktamu. Pouziva se
v Siroké skale aplikaci diky jeho vyjimecnym vlastnostem, jako jsou vysoka houZevnatost,
tepelna odolnost, odolnost proti otéru, dobré elektroizola¢ni vlastnosti a barvitelnost. Proto
si své vyuziti najde v oblasti textilniho prlmyslu (obleceni, koberce, sportovni vybaveni),
automobilového primyslu (soucasti motorl a interiért), elektroniky (kryty a izolace) a mnoha
dalsich. Svoje ¢estné misto ma vsak i na poli analytické chemie, kde ho nejcastéji mizeme
vidét ve formé filtrd. Je ovSsem testovan i jako potencionalni sorbent pro extrakce [44,45,46],

stejné tomu bylo tak i béhem této prace.
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3.4.4

Vyuziti polyamidl pro extrakci

V nasledujici tabulce je uveden prehled praci vyuZivajicich polyamidovy sorbent pro extrakci. V drtivé vétsiné pfipadl se sorbent,

konkrétné se témér vidy jednd o PA 6, pini do SPE kolonek/stfikacek. Je zde i uveden komeréné vyrabény sorbent Chromabond, také ve formé

extrakéni kolonky. Velmi ¢asto se také vyrabi nanovlakenné membrany. Tento sorbent je pak vyuZivan zejména pro extrakci fenolickych latek

(estrogeny, flavonoidy, parabeny). Jako nejcastéjsi analytickd metoda pro stanoveni je zde pak HPLC.

Tabulka 1: ReSerse pouZiti polyamidd pro extrakci v jinych pracich

) . Analyticka
Testované analyty Typ matrice Extrakce PA sorbent Odkaz
metoda
, , , molekularni
Nanovldkenné membrany
Estriol Voda z jezera fluorescenéni PA 6 nanovlakenna membrana [47]
4 cm? platy
spektrometrie
Estrogeny (estradiol, Destova voda, voda z Extrakce pomoci plnénych
thinylestradiol, estron) HPLC-UV PA 6 nanovlakenna membrana [48]
ethinylestradiol, estron) | ek rybniku a vodovodu | injek&nich st¥ikacek
Destova voda, voda z plynotésné strikacky s
Estery kyseliny ftalové HPLC-UV PA 6 nanovlakenna membrana [49]
rybniku a vodovodu nanovlakennym filtrem
Flavonoidy (hesperidin, i PA6
Limetkova $tava z Irdnu | Extrakce v plnénych kolonkach HPLC-UV [50]
diosmin, eriocitrin) Chromabond (3 mL/500 mg)
o Obiloviny, mouka, PA 6
Mykotoxin citrinin Extrakce v plnénych stikackach | HPLC-FLD (51]

kakao, rozinky

Chromabond (6 mL/1000 mg)
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Online mikroextrakce v plnéné

Clodinafop Propargyl Okolni voda a plda HPLC-UV PA (nespecifikovano) nanovlakna [52]
kolonce

Docetaxel Krali¢i plasma Extrakce v pInénych stfikackach HPLC-UV PA 6 nanovlakenna membrana [53]
Komplexni analyza Tymidn obecny, mikroextrakce pomoci

GC-MS PA 6 nanovlakna [54]
tékavych latek v listech | Matefidouska uzkolistd | plnénych injekcnich stfikacek
Parabeny, steroidy, Modelové roztoky extrakce pomoci plnénych

HPLC-UV PA 6 nanovlakna [55]

flavonoidy, pesticidy

analytl

injekéni stfikacek
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4 Experimentalni Cast

4.1 Pristrojové vybaveni, materialy a pomucky

Ultravysokoucinny kapalinovy chromatograf: UHPLC Shimadzu Nexera X3 s DAD detektorem
Software na vyhodnocovani vysledkl: LabSolution

Analytické vahy: Sartorius ME 5-OCE

Chromatograficka kolona: Bifenyl Kinetex 100x4,6 mm, ¢astice 5 um, 100 A

Extrakcni sorbent: Polyamidova nanovlakna — PA6, PA11, PA4/6, PA6/12, PAG6(3)T
Mikrozkumavky Eppendorf

Bézné laboratorni sklo

4.2 Pouzité standardy, chemikalie a vzorky

Standardy

4-nitrofenol (=99 %) - Lachema n.p. Brno

Bisfenol A (=99 %) - Sigma — Aldrich s.r.o.
2,4,6-trichlorophenol (>98 %) - Sigma — Aldrich s.r.o.
Nonylphenol (>90 %) - Sigma — Aldrich s.r.o.
Cypermetrhin (94,3 %) - Fluka Analytical

Deltamethrin (99,6 %) - Sigma — Aldrich s.r.o.
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Chemikalie
Acetonitril 299,9 %, ttida Cistoty HPLC (gradient), VWR chemicals
Methanol 299,9 %, ttida Cistoty HPLC (gradient), VWR chemicals

Ultracista voda: pfipravena pomoci Milli-Q systému

Vzorky rek

Labe — lokalita: Hradec Kralové (soutok)

Cidlina — lokalita: Ji¢in

Lesni potok — lokalita: Némecky Zdarek

Moravka — lokalita: Frydek-Mistek

Moravice — lokalita: Opava

Opava — lokalita: Opava

Ostravice — lokalita: Frydek-Mistek

Mohelka — lokalita: Rychnov u Jablonce nad Nisou

Lesni potok — lokalita: Némecky Zdarek

37


https://cz.vwr.com/store/product/719476/acetonitril-99-9-hipersolv-chromanorm-gradient-grade-for-hplc
https://cz.vwr.com/store/product/719476/acetonitril-99-9-hipersolv-chromanorm-gradient-grade-for-hplc

4.3.1 Pfiprava zasobnich roztokd
Jednotlivé standardy o navaice 1 mg byly rozpustény v 1 ml acetonitrilu (ACN), ¢imz
vznikly roztoky o koncentraci 1000 mg/I. Prakticky se navazky pohybovaly v rozmezi 0,7 a 1,3
mg. Podle hmotnosti byly tyto standardy rozpustény v pfislusSném mnozstvi ACN, aby vysledna

koncentrace odpovidala kyZenym 1000 mg/I.

Rovnéz byl vytvoren smésny roztok standardu vSech Sesti latek. Ze zasobnich roztoki
kazdého standardu bylo postupné odebrano 100 pl (celkovy objem 6x 100 ul - 600 pl) a
doplnéno 400 ul ACN, coz poskytlo vyslednou koncentraci latek smésného zdsobniho roztoku

100 mg/I.

Vsechny takto pfipravené roztoky byly vyuzity jako zasobni a skladovany v mrazaku pfi

teploté -20°C.

4.3.2 Pfiprava pracovnich roztokd

Pfed samotnou analyzou nasledoval vidy krok ptipravy cerstvého roztoku fedénim

zasobniho roztoku, kde jako rozpoustédlo byla pouzita voda, nikoliv organické rozpoustédlo.

Pro analyzu jednotlivych standard( bylo pouzito 100x redéni, kde bylo 10 pl zasobniho
roztoku standardu zfedéno 990 pl vody. Timto postupem byla dosazena kone¢na koncentrace
latky 10 mg/I. V pfipadé smésného roztoku byla pocateéni koncentrace roztoku standardd 100
mg/|, proto bylo zapotrebi fedéni pouze 10x. V praxi bylo tedy pouZito 70 ul smési standardu
a doplnéno 630 ul H,0. Tohoto fedéni se vyuZilo i pro pfipravu roztokll pro optimalizaci

metody.

Pro validaci metody byly pfipraveny jesté kalibra¢ni roztoky o koncentraci 2500 ug/l,
2000 pg/l, 1000 pg/l, 750 pg/l, 500 pg/l, 250 pg/l, 100 pg/l, 50 pg/l, 25 pg/l ve vodé. Pro

hodnoceni presnosti a preciznosti metody byly pfipraveny roztoky v fece o koncentraci 500

ug/l.
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4.3.3 Pfiprava mobilnich fazi
Béhem analyzy se vyuZivaly tfi pumpy, pficemzZ kazda z nich obsahovala odliSnou
mobilni fazi. Pumpa A zde pohdani 100 % ACN, pumpa B ultracistou vodu. Tyto dvé pumpy mély
za ukol vytvaret gradient na analytické koloné. Dalsi pumpa, ktera byla pouzita pro online
extrakci na tuhou fazi, byla pumpa C. Hlavni Gcel SPE kroku bylo odistit vzorek a provést
extrakci analytl na nanovldkna. Pro pumpu C byly testovany rizné mobilni faze, konktrétnéji

se jednalo kromé Cisté vody o 5-30% methanol (MeOH) a 5-15% ACN.

Pro optimalizaci chromatografickych podminek bylo nutné uréit nejvhodnéjsi
parametry pro online spojeni SPE a HPLC. Hlavnim cilem bylo dosahnout co nejvyssi separacni
ucinnosti u vSech Sesti latek na chromatogramu, véetné jejich oddéleni od matrice. Piky mély
byt co nejuzsi a mély by byt jasné oddélené od sebe. Dale bylo tfeba zajistit, aby analyza nebyla
pfilis dlouhd a aby byla dosazena maximalni citlivost detekce na detektoru. Teplota pro
separaci na koloné byla nastavena na 30 °C. Detekce probihala pti vinové délce 220 nm.
Vysledky testovanych podminek jsou detailné popsany v nasledujicich kapitolach. Proces
zacinal vybérem nejvhodnéjsi kolony, ndsledovanym upravou podminek separace a

gradientové eluce.

4.4.1 Volba chromatografické kolony
V Uplném zacddtku bylo potieba zjistit, jaky druh kolony se pro nase ucely hodi nejvice.
Bylo testovano nékolik typl kolon o rliznych stacionarnich fazich s odliSnou selektivitou.
Konkrétni typ a velikost ¢astic je vidy uveden u popisu kolony. Davkovani standardnich roztokd
bylo nastaveno na 5 pul, pficemz koncentrace latek se rovnala 10 mg/I. Pritok byl dle velikosti
Castic v koloné nastaven na 0,5 ml/min (u kolon od firmy Ascentis® s velikosti ¢astic 2,7 um),
nebo 1 ml/min (ostatni kolony s vétsimi ¢asticemi 5 um). Volbou spravné kolony mélo dojit

k oddéleni vSech 6 latek od sebe samotnych a od matrice.
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Tabulka 2:

Cas (min) Koncentrace A (%) Koncentrace B (%)
50 50
1,00 50 50
2,00 100 0
8,00 100 0
8,10 50 50

Ascentis® Express C18 10 cm x 3,0 mm, 2,7 pm, 90 A

PouZity gradient pro testovdni kolon, (A) 100 % ACN, (B) ultracistd voda

Jedna se o kolonu s technologii core-shell o velikosti €astic 2,7 um, velikost pért 90 A.

Stacionarni fazi je zde silikagel s chemicky navdzanymi C18. Pracovni tlak na koloné dosahoval

hodnoty 19,5 MPa. Dochdzelo zde k splynuti piku nonylfenolu a cypermethrinu, proto tato

kolona nemohla byt pouZita.
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Obrazek 7: Chromatogram separace standardi na koloné Ascentis® Express C18 10 cm x

3,0mm, 2,7 um
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YMC-Triart C18, 100 x 4,6 mm, 5 um, 12nm

Druhou zkouSenou kolonou byla YMC-triart. Kolona je plnéna plné poréznimi
hybridnimi ¢asticemi o velikosti 5 um a velikosti pért 12 nm. Pracovni tlak na koloné dosahoval

hodnoty 12 MPa. Ani v tomto ptipadé nedoslo k rozdéleni cypermethrinu a nonylfenolu.
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Obrazek 8: Chromatogram separace standard( na koloné YMC-Triart C18, 100 x 4,6 mm,
5um, 12nm

Ascentis® Express F5 10 cm x 3,0 mm, 2,7 um

Tato pentafluorfenylova kolona téz pouZiva core-shell ¢astice o velikosti 2,7 um.
Pracovni tlak na koloné zde dosahoval hodnoty 17,2 MPa. Kolona zde bohuzel nedokdzala

rozdélit pik cypermethrinu a deltamethrinu.
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Obrdzek 9: Chromatogram separace standardu na koloné Ascentis® Express F5 10 cm x 3,0 mm,
2,7 um
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Bifenyl Kinetex 100 x 4,6 mm, 5 um, 100 A

Tato bifenylova kolona opét vyuziva ¢astice core-shell o velikosti 5 um, pory o velikosti
100 A. Pracovni tlak na koloné zde dosahoval hodnot 15 MPa. Tato kolona méla nejlepsi
separacni ucinnost, piky byly uzké, nechvostovaly. DosSlo k rozdéleni cypermetrinu a
deltamethrinu. Proto byla tato kolona zvolena jako optimadlni a pracovalo se s ni dale béhem

celé diplomové prace.
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Obrézek 10:Chromatogram separace standardii na koloné Bifenyl Kinetex 100x4,6 mm, 5 um, 100 A

Kinetex PFP 100 x 4,6 mm, 5 um, 100 A

Kolona vyuziva jako stacionarni fazi PFP, jednd se tedy pentafluorfenylovou kolonu.
Core-shell ¢astice maji rozméry 5 um a velikost por(i je zde opét 100 A. Pracovni tlak na koloné

dosahoval hodnoty 16,5 MPa. Kolona nedokdzala rozdélit pik cypermethrinu a deltamethrinu.
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Obrazek 11: Chromatogram separace standardi na koloné Kinetex PFP 100 x 4,6 mm, 5 um, 100

A
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4.4.2 Optimalizace gradientové eluce

Gradientova eluce je obecné pro vzorky s vy$sim poctem analytl vhodnéjsi nez eluce
isokratickd. Pro gradientovou eluci je typické, Ze se slozeni mobilni fdze méni s ¢asem. Diky
tomu se zvysuje elucni sila mobilni faze a dochazi tak ke zkraceni doby analyzy, zvySuje se
ucinnost separace jednotlivych pikd (jsou tak uzsi a ostrejsi), ¢imz se zvysSuje i citlivost — latky
je pak mozné detekovat i pfi nizsich koncentracich. JelikoZ nase analyty jsou na Skale od polarni
po nepoldrni latky velmi riznorodé, bylo tfeba nastavit vhodny gradient, aby se docililo
rychlejsi analyzy a zdroven aby piky nechvostovaly. Pro pocatecni sestaveni gradientu bylo
pouzito miseni mobilnich fazi z pumpy A (100 % ACN) a pumpy B (ultracistd voda) a to

v poméru 50:50. Jedna se o gradient, ktery byl pouZit pro vybér kolony (viz. tab. 2)

Pro lepsi rozliseni a rozseparovani jednotlivych latek bylo tfeba gradient dale upravit.
Hlavnim problémem bylo rozdéleni pikl cypermethrinu a deltamethrinu. Na obrazku nize
muzZeme vidét chvostovani problémovych pikl. Bylo vyzkouseno nékolik druhl gradientd,

které se postupné upravovaly.
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Obrdzek 12: Chromatogram s vyobrazenymi problémovymi piky
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Nejvhodnéjsi a také finalni gradient, ktery byl pouzit dale, vypadal nasledovné:

Tabulka 3: FindIni gradient optimalizace eluce

Cas (min) Pratok (ml/min) | Koncentrace A (%) | Koncentrace B (%)
1 1,0 40 60
2 1,00 1,0 50 50
3 2,00 1,0 70 30
4 4,50 1,0 100 0
5 5,00 1,0 100 0
6 5,50 1,0 40 60
7 7,00 1,0 40 60

Byl testovan pomalejsi nastup 100% ACN, ktery byl ponechdn 0,5 min, poté doslo
k navraceni na plvodni pomér 40:60. Tento krok pozvolnéjsiho nelinedrniho narustu se jevil
jako velmi pfinosny pro rozdéleni kritickych pikd. Analyty vykazovaly dobrou odezvu a citlivost,
protoze jejich piky byly stihlé a symetrické. Podafilo se na rozdil od predchoziho pfipadu také
rozdélit pik cypermethrinu a deltamethrinu. Cis/trans forma cypermethrinu nebyla plné
rozseparovana na zakladni linii, ale jako kontaminant budou hodnoceny v souctu jako obé

formy cypermethrinu. Zaznam analyzy mGzeme vidét na uvedeném chromatogramu.
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Obrdzek 13: Vysledny chromatogram pfi pouZiti findlniho gradientu
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4.5 Optimalizace online zapojeni SPE

Diky online zapojeni kroku SPE a precisténi vzorku na extrakcni kolonce, mizeme

vzorek nastriknout pfimo do systému bez vétsi Upravy pred analyzou. SPE krok ndm umozni i

vétsi ndastfik a pomdaha ndm zvysit miru zakoncentrovani latek. Pro pouhé HPLC byl pouzit

nastrik 10 pl a pro online spojeni s SPE mohl byt i nastfik 50 pl. Z nasledujiciho chromatogramu

muazZeme vidét rozdil mezi pouhou HPLC analyzou a analyzou pomoci online spojeni SPE a

HPLC.
sonoe) —— Pouze HPLC - nastfik 10pl
35000] ———— HPLC a online spojeni s SPE — nastfik 50p
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Obrdzek 14: Porovndni pouhého HPLC a HPLC v online spojeni s SPE

45.1 Proces plnéni extrakéni kolonky

Jako extrakéni kolonka byla zvolena mala predkolona o rozmérech 10 x 4,0 mm.

Obrdzek 15: Kolonka pouZitd v této prdci
k pInéni nanovldkny

U
85 min
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Kolonka byla plnéna nanovldkny. K tomu byla pouZita pinzeta, kterou se ¢dst

nanovldken utrhlo, nasledné zmackalo a bylo vmackano do kolonky.

Obrdzek 16: Proces plnéni kolonky nanovldkny

Kolonka musela byt co nejvice plna, muselo se tedy pouZit mirného tlaku pro udusani
nanovlakna. OvSsem pti moc velkém preplnéni kolonky nastaval problém poskozeni, zniceni
nanovldken. Také mohlo dojit k slepeni, coz zapficinilo Spatné protékani mobilni faze, a to
velmi zvysilo zpétny tlak v systému. Muselo se také dbat na rovhomérné plnéni kolonky, aby
nevznikaly dutiny, to by zplsobilo obtékani kapaliny kolem sorbentu. Proto se muselo k

procesu plnéni pfistupovat obezietné a byla potreba trocha cviku.

Obrdzek 17: Naplnénd kolonka pripravend k zapojeni do systému

46



Naplnéna kolonka byla nejprve zapojena do systému pouze jednim koncem, aby se

nanovldkna aktivovala a vymyly se z néj pfipadné necistoty z vyroby a prachové ¢astice (to se

projevilo lehce zakalenéjsi tekutinou, ktera z kolonky nejprve vytékala). Kolonka byla

promyvana ACN do odpadni kadinky.

Obrdzek 18: Promyvdni kolonky do odpadu

Nasledné byla kolonka zapojend obéma kapildrami do celého systému (tedy do

systému s analytickou kolonou) a mohlo dojit k méfeni standard(.

Nejprve se musela ustalit zakladni linie, k tomu slouZilo pdar prvnich nastfik( Cistého

rozpoustédla (blank) a vzorku. Nejéastéji stacilo kolem 2-4 nastfik(, to slouzilo primarné

k promyti a ustdleni sorbentu. Proces a dlvod ustalovani mizeme vidét na nasledujicim

chromatogramu. Z pocatku byla zakladni linie opravdu vysoko a ndmi mérené latky by se tak

ztracely a jejich kvantifikace by byla velmi obtizna.
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Obrdzek 19: Proces ustalovdni zakladni linie pomoci opakovanych ndstrika blanku

Poté se mohlo prejit k samotné analyze. Postup pti plnéni kolonky musel byt co nejvice

konzistentni, jelikoZ dochazelo k testovani rliznych typd nanovlaken.
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4.5.2 Volba sorbentu

V prvni fadé bylo potfeba vybrat vhodny sorbent pro nasi analyzu. Bylo testovano
celkem 5 druh( nanovldken, konkrétnéji polyamidova nanovldkna typu PA 6, PA 11, PA 4/6,
PA6/12, PA 6(3)T. VSechna testovana nanovlakna byla zvlaknéna electrospinningem v gramazi
1 g/m? na Technické univerzité v Liberci. Jako promyvaci mobilni faze byla pro volbu sorbentu
zadrZovat. Jednalo se o orientacni porovnani sorbentd a jejich schopnosti zadrZzet analyty a

procistit vzorek. Pritok mobilni faze byl nastaven na 1 ml/min a doba promyti na 1 min.

Dle nize vyobrazeného grafu, ktery nam udava jednotlivé Ilatky a jejich velikost plochy piku se

jako nejvhodnéjsi sorbent jevil PA 4/6 s nejvétsi retenci modelovych analyta.

Zachyceni jednotlivych analytd na rdznych PA

350000
300000
250000

200000

150000
100000
. Hm

4-nitrofenol bisfenol 2,4,6-trichlorfenol nonylfenol cypermethrin deltamethrin

Plohy pikd

8
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Obrdzek 20: Porovndni sorbentt a jejich schopnost zadrZet analyty

453 Volba promyvaci mobilni faze a stabilita
Pridavek organické faze nam pomaha vymyt vice necistot z matrice vzorku. Je vsak
treba dat si pozor na typ mobilni faze, ale také na jeji koncentraci. Oboji ndm pak ovliviiuje,
jakym zpUsobem se analyty zadrzuiji, ¢i se naopak uz diky eluéni sile organické faze ztraceji. V
prabéhu testovani bylo zjisténo, Ze pouziti methanolu neni pfilis vhodné. Methanol nékteré
druhy nanovldken rozpoustél, hlavné tedy PA s delSim rfetézcem a nejvice pak PA aromaticky

(viz obr. 21 a 22).
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Stabilita nanovlaken v MeOH bylo testovdna i pfimo na Technické univerzité v Liberci.
Na obrazku 21 mGzeme vidét mikroskopickou strukturu. Snimky nanovlakenné struktury a jeji
nasledné degradace, véetné makroskopickych fotek focenych pfimo béhem prace jsou

zdokumentovany na nasledujicich obrazcich:

PA pavodni PA po 24h v MeOH a jeho
nasledném vysuseni
Obrdzek 21: Snimky nanovldken a jejich rozpousténi v MeOH pod elektronovym
mikroskopem — fotky zaslané TUL
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pavodné Po 7 dnech v MeOH (vlevo)
a ACN (vpravo)

Obrdzek 22: Proces rozpousténi nanovildkna v methanolu — fotky pofizené v laboratori
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Ztohoto ddvodu byly pro volbu promyvaci faze dale testovany pouze rlzné
koncentrace ACN. Experimentalné byly ozkouSeny 3 koncentrace — 2,5%, 5% a 10% roztok
ACN. Plochy pikl jsou vztazené k plocham pikli namérené s vodou, jelikoz voda ma nejmensi

elucni silu (je tedy ustanovena na 100% vytéznost).

Tabulka 4: Porovndni vytéZnosti jednotlivych koncentraci ACN v promyvaci mobilni fdzi

PA4/6 Vytéznost
Analyty

4-nitrofenol 100,00 % 91,92% |[100,14%| 90,16 %
bisfenol A 100,00 % 98,89 % 85,95 % 77,66 %
2,4,6-trichlorfenol | 100,00 % 133,91% | 91,54 % 86,32 %
nonylfenol 100,00 % 158,72% | 90,65 % 77,94 %
cypermethrin 100,00 % 112,77 % 99,00 % 94,16 %
deltamethrin 100,00 % 156,49 % |100,17 %| 96,23 %

Na zakladé téchto experimentalnich dat zobrazujicich vytéznost bylo rozhodnuto, jaka
koncentrace je nejvhodnéjsi. Cilem bylo co nejvice se blizit 100 % (to jsou plochy pikd
promyvané pouze vodou), a to proto, Ze se tak latky nevymyvaji a ani nezadrzuji v kolonce
pfilis dlouho. Jako nejidedlnéjsi mobilni faze se tedy jevil 5 % roztok ACN. S vétSim mnozstvim

ACN uz byly vyrazné ztraty zejména bisfenolu a nonylfenolu (viz Tab. 4).

454 Délka promyti a nasledné prepnuti ventilu
Z nasledujiciho chromatogramu (Obr. 23) a tabulky (¢.5) mdZeme usoudit, Ze jako
vhodnéjsi se jevilo promyti o délce jedné minuty. Piky zde vykazovaly vétsi plochu piku
(vztazené na méreni s vodnou mobilni fazi jednu minutu). Pro lepsi prehlednost ztrat pfi voleni
organické faze jsou plochy uvedené v procentech. Pfi nastaveném promyti o délce 2 minut jiz

dochazelo ke znatelnym ztratdm. Z tohoto dlivod bylo zachovano promyti pouze o délce 1 min.
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Obrdzek 23: Rozdil mezi nastavenim promyti extrakcni kolonky 1 a 2 min

Tabulka 5: Vyjadreni % ztrat pfi pouZiti promyti 1 a 2 min

voda 5% roztok ACN
Analyt Primér ploch — promyti 1 min | Prdmér ploch — promyti 2 min
4-nitrofenol 100 % 100,14 % 60,47 %
bisfenol 100 % 85,95 % 66,80 %
2,4,6-trichlorfenol 100 % 91,54 % 72,32 %
nonylfenol 100 % 90,65 % 82,98 %
cypermethrin 100 % 99,00 % 97,08 %
deltamethrin 100 % 100,17 % 99,16 %

Finalni gradient pro zapojeni SPE do systému vypadal nasledovné

Tabulka 6: FindlIni gradient pro online zapojeni SPE do systému

Cas (min) Pratok (ml/min) | Koncentrace A (%) | Koncentrace B (%)
1 1,0 30 70
2 2,00 1,0 40 60
3 3,00 1,0 70 30
4 5,50 1,0 100 0
5 6,00 1,0 100 0
6 6,50 1,0 30 70
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Obrdzek 24: Viysledny chromatogram pfi pouZiti findiniho gradientu pro online zapojeni
SPE do systému

455 Velikost nastriku

Abychom zajistili co nejvice mozné zakoncentrovani, bylo tfeba otestovat i maximalni
mnoZstvi nastiiku, které mdzeme pro analyzu pouzit. Cim vy33i nastfik, tim teoreticky i vy3si

zakoncentrovani. Testovano bylo 5 moZnosti nastriku 10-50 pl.

Vliv nastriku na velikost plochy piku
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Obrdzek 25: Graf zobrazujici vliv velikosti ndstriku na velikosti plochy piku
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Tabulka 7: Procentudlni pomér ploch pri pouZiti ndstriku 50 ul vaci 10 ul

PA4/6 Plochy pikd

nastfik 10 ul 50 pl Pomér ploch
4-nitrofenol 22133 | 113965 514,91 %
bisfenol 127387 | 634835 498,35 %
2,4,6-trichlorfenol 146167 | 672345 459,98 %
nonylfenol 148352 | 725030 488,72 %
cypermethrin 301428 | 1527820 506,86 %
deltamethrin 187339 | 951776 508,05 %

Pro lepsi predstavu zde mame tabulku, kterd ndm ciselné vyobrazuje procentualné

pomér ploch pikd 50 ul a 10 pl nastfiku. Zde je vidét, Ze zakoncentrovani latek je témér

pétindsobné. Tento nastfik proto bude vyuzit i pfi analyze vzork(i vody z fek.
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Obrdzek 26: Chromatogram vyobrazujici rozdil mezi ndstfiky 10 ul a 50 ul
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Optimalni chromatografické podminky

Chromatograf: UHPLC Shimadzu Nexera X3
Detektor: DAD spektrofotometr (220 nm)
Kolona: Bifenyl Kinetex 100x4,6 mm, 5 um, 100 A
Typ eluce: gradientova
Prutok: 1 ml/min
Mobilni faze: Pumpa A: Acetonitril

Pumpa B: ultracista voda
Celkovy €as analyzy: 7 min
Teplota: 30 °C

Vyhodnoceni: Chromatograficky software LabSolution

Optimalni extrakéni podminky

Cartridge o rozmérech: 10x4 mm
Sorbent: nanovldkna typu PA 4/6
Délka promyti: 1 min

Prutok: 1ml/min

Velikost nastfiku: 50 pl

Promyvaci mobilni faze: 5 % acetonitril
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4.7 Validace metody

Validace metody probihala za optimalizovanych podminek uvedenych v predchozi
kapitole. Pro extrakci byla tedy pouZita PA4/6 nanovlakna. Byla ovéfena i opakovatelnost

plnéni kolonky — proces plnéni byl testovan 3x za sebou.

porovnani plnéni extrakéni kolonky
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Obrdzek 27: Graf opakovatelnosti pinéni kolonky nanovildkny

Tabulka 8: Opakovatelnost plnéni kolonky

smérodatna
Analyt pramér ploch odchylka RSD
4-nitrofenol 34757 4210 12,11 %
bisfenol 138484 13353 | 9,64 %
2,4,6-trichlorfenol 154825 13286 8,58 %
nonylfenol 155049 6293 4,06 %
cypermethrin 330343 10844 3,28 %
deltamethrin 205374 6367 3,10 %

Z predchoziho grafu a tabulky mGzeme vycist, Ze se ndm Uspésné dafilo proces plnéni

kolonky nanovldkny zopakovat bez vyraznéjsich zmén v odezvé.

55



4.7.1 Test zpUsobilosti systému (SST)

Test zpUsobilosti systému je soubor podminek, pfi jejichZ splnéni plati dfive provedena
validace metody [56]. SST bylo hodnoceno ze 6 méreni standardu o koncentraci 500 ug/| pfi
online zapojeni SPE. V tabulce nize mGZeme vidét vSechny hodnocené veli¢iny. Jsou to retencni
Cas (tr), opakovatelnost nastfiku, ktera je vyjadirend pomoci relativni smérodatné odchylky
(RSD) namérenych ploch 6 méfeni standardu. Dalsi veli¢inou je kapacita separace (np), ta je
definovdna jako pocet piku, které mohou byt rozliseny v urcitém ¢asovém Useku a to tak, aby
byly latky rozdéleny s rozliSenim R=1 na zakladni linii [23]. Jeji hodnotu lze spocitat dle

nasledujici rovnice.

t
n,=1+—2
4 X wp

Tg ndm udava cas, po ktery bézel gradient, v naSem pfipadé 5 min. Wy, je Sitka v

poloviné vysky piku.

Faktor symetrie (As) nds informuje o symetrii daného piku [23]. V rozmezi hodnot 0,8
— 1,5 by piky nemély chvostovat a mély by byt symetrické. BohuZel se hodnota prvnich pikl 4-
nitrofenolu (2,013) a piku bisfenolu A (1,689) pohybovala nad touto hodnotou, z dlivodu

zapojeni online SPE. Vypocet se provadi pomoci nasledujici rovnice:
Ag = wy5/2d

Wo,05 odpovida Sifce piku ve dvacetiné jeho vysky, d je vzdalenost mezi kolmici
spusténou z vrcholu piku a vzestupnou casti piku ve dvacetiné vysky. Jako posledni veli¢ina je
zde uvedena hodnota rozliSeni (Rs), ktera udava separaci 2 sousednich pikd (analytd) ve smési
[23]. Tato hodnota by méla byt idealné aspon 1,5, abychom méli jistotu, Ze je dany pik dobre

separovan od ostatnich.

Tabulka 9: Test zplsobilosti chromatografického systému

Analyt Ret. ¢as (min) | RSD ploch | wh (50 %) Np As Rs

4-nitrofenol 3,36 6,55 % 0,068 19,38 | 2,013 -

bisfenol 3,79 2,55 % 0,036 35,72 | 1,689 4,517
2,4,6-trichlorfenol 4,08 1,71 % 0,040 32,25 | 1,770 4,037
nonylfenol 4,82 2,29% 0,035 36,71 | 1,153 10,347
cypermethrin 5,45 0,90 % 0,072 18,36 | 0,802 7,213
deltamethrin 5,57 0,64 % 0,035 36,71 | 1,096 1,306
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4.7.2 Linearita

Vyjadfuje schopnost metody poskytovat vysledky pfimo umérné koncentraci
stanovované latky ve vzorku [57]. Pro stanoveni byly pfipraveny kalibracni roztoky z
puvodniho zasobniho roztoku o koncentraci 100 mg/I, které byly poté fedény do matrice reky.
Hladiny, které jsme pouZili pro stanoveni, jsou: 2500 pg/l, 2000 pg/l, 1000 ug/l, 750 pg/l, 500
ug/l, 250 pg/l, 100 ug/l, 50 ug/l, 25 ug/l.

Pro nonylfenol bylo tfeba odecteni pozadi, jelikoz dochazelo ke koeluci latky s

interferenci z matrice (viz Obr. 29). U ostatnich latek k tomuto problému nedochdzelo.

4-nitrofenol 4-nitrofenol
¢ (ue/l) |Plocha piku
2500 30698 =0 B
20000 f=LlemaiX+ollol
2000 26471 T R = 0,958
1000 12411
750 0889 2000
500 5707 00 e
250 3347 100 L
100 1560 5000 | o
50 1193 0 &
25 903 ] 500 1000 1500 2000 2500 3000
bisfenol A .
c (ug/l) Plocha piku bisfenol A
2500 191348 250000
2000 149966 200000 y=76,246x-1647,1 o
1000 71407 R?=0,9993 .."
750 54981 150000 e, o
500 34561 100000 _
250 18016 e
100 7348 20000 g ®
50 3300 0 &
75 1312 0 500 1000 1500 2000 2500 3000
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2,4 6-trichlorfenol

¢ {(ug/l) Plocha piku
2500 178901
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deltamethrin )
- deltamethrin
c (pg/l) Plocha piku
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Obrdzek 28: Stanovené linearity pro jednotlivé analyty

4.7.3 Preciznost

Preciznost vyjadfuje miru shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované

provadéné s homogennim vzorkem [57].

Pro hodnoceni miry preciznosti bylo méfeno 6 stejnych vzork( rfeky, do niz byly pfidany
standardy o koncentraci 500 pg/l. Kazdy vzorek byl méfen na 2 nastficich, z nichZ se poté
udélal pramér a zaznamenal do nasledujici tabulky. Poté byla z hodnot vypoctena smérodatna

odchylka a preciznost uvedenad v procentech.

Tabulka 10: Preciznost metody

4-nitrofenol 6368 290,660 4,56 %
bisfenol A 35806 1048,069 2,93%
2,4,6-trichlorfenol 34688 1162,193 3,35%
nonylfenol 16557 732,233 4,42 %
cypermethrin 74542 1607,017 2,16 %
deltamethrin 79376 1538,346 1,94 %
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4.7.4 Presnost

Pfesnost metody je definovana jako blizkost hodnot ziskanych validovanou metodou s
referencni (spravnou) hodnotou [57]. VytéZnost byla ziskana jako pomér plochy piku latek v

matrici (feka Labe) a plochy piku méfené v ultracisté vodé.

Tabulka 11: Pfesnost metody

Analyt prameér ploch v rece primér ploch ve vodé | vytéZnost (%)

4-nitrofenol 6368 6885 92,49 %
bisfenol 35806 39076 91,63 %
2,4,6-trichlorfenol 34688 33012 105,08 %
nonylfenol 16557 19375 85,46 %
cypermethrin 74542 87071 85,61 %
deltamethrin 79376 92519 85,79 %

4.7.5 Limit kvantifikace a limit detekce

evvs

evvs

dostatecnou mirou preciznosti a presnosti. V pripadé LOD je pik o vysce, kterd je oproti signdlu

k Sumu (S/N) 3x vyssi, v pfipadé LOQ 10x vyssi [57].

LOD je tedy koncentrace, ktera ndm poskytuje pik s vySkou o poméru k signalu Sumu
S/N =3 a LOQ S/N = 10 [56]. Z tohoto vztahu Ize usoudit, Ze vztah mezi LOD a LOQ bude

vyjadren rovnici:

LOQ
LOD = —=
Ob =373

evvs

metody. Tou je koncentrace 25 pg/l. Je to hodnota, ktera je experimentalné ovérena, Ze lze

kvantifikovat. Tato hodnota slouZila pro vypocet LOD.

LoQ (ug/l) LOD (pg/l)
25 7,5
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K analyze bylo celkem sesbirano 8 vzorkd réiznych Fek z réiznych &asti Ceské republiky.
BéZny postup v chromatografii je takovy, Ze se vzorky prefiltruji, aby se odstranily pevné
necistoty, které se mohly v fece nachdzet a které by mohly nasledné poskodit kolonu. Kvdali
tomu, aby se ndhodou nefiltrovaly i nami zjistované latky, byly testovany filtry nejdfive na
Cistém standardu. Prvnim testovanym filtrem byl filtr z acetdtu celulézy. Tento se jevil jako
nevhodny, dochazel tu k znatelné velkému Ubytku testovanych latek. Jako druhy na fadu pftisel

filtr ze sklenénych vlaken. Ten pUsobil o poznani lépe.

Tabulka 12: Pomér plochy piku pri pouZiti filtru

Pomér ploch pika s filtrem oproti hodnotam bez filtru

Analyt Filtr z acetatu celuldzy Filtr ze sklenénych vlaken
4-nitrofenol 77,45 % 109,39 %
bisfenol A 50,84 % 72,83 %
2,4,6-trichlorfenol 31,49 % 71,84 %
nonylfenol 56,52 % 84,23 %
cypermethrin 27,35% 68,81 %
deltamethrin 28,52 % 65,73 %

Byly otestovany dalsi dva béiné pouzivané filtry. Byl jim filtr wvyrobeny
z polytetrafluorethylenu a filtr vyrobeny z nylonu. U téchto filtr vSak nemélo ciselné
hodnoceni zadny smysl, jelikoz doslo k velkému zadrzeni cilovych analytld — zndzornéno na

chromatogramu nize.

uy

11000
10000
20004

2000

Standard bez filtrace

™3 Filtr ze sklenénych viaken
a0 Polytetrafluorethylen filtr
s Nylonovy filtr

4000

3000

2000

1000

-1000

-2000 ]

Obrazek 29: Chromatogram zobrazujici ztratu cilovych analyti pfi pouZiti filtri
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Po otestovani filtrd se doslo k zavéru, Ze se na filtrech v nejlepsim pripadé zadrzovalo
pfes 20 % analyt(l. Proto byla vyuZita alespon centrifugace pro odstranéni pevnych ¢astic.
Vyhoda SPE zapojeni do systému je takova, Ze vzorek nejde pfimo na chromatografickou
kolonu, ale protéka nejprve pres kolonku, ktera je schopna pfipadné necistoty zachytit. Takto
centrifugovany vzorek byl pfenesen do vialky a nasledné pouzit k analyze. Nasttik byl nastaven

po predchozi optimalizaci metody na 50 pl.

Od kazdé reky byly méreny dva nastriky. Shrnuti vysledk(i méfeni mizeme vidét v

nasledujici tabulce:

Tabulka 13: Vysledné namérené koncentrace analyti ve vzorcich rek

Labe Cidlina | Mordavka | Moravice | Opava | Ostravice | Mohelka | Lesni potok
4-nitrofenol <LOD |<LOD |<LOD <LOD <LOD |<LOD <LOD <LOD
bisfenol <LOD |<LOD |<LOD <LOD <LOD |<LOD <LOD <LOD
2,4,6-trichlorfenol |<LOD |[<LOD |<LOD < LOD <LOD |<LOD <LOD <LOD
nonylfenol <LOD |<LOD |<LOD <LOD <LOD |<LOD <LOD <LOD
cypermethrin <L0Q |<LOQ |<LOQ <L0Q <L0Q |<LOQ <L0Q <L0Q
deltamethrin <L0Q |<LOQ |<LOQ <L0Q <L0Q |<LOQ <L0Q <L0Q

Ani v jedné z fek se nepodafilo naméfit vyznamnou hodnotu koncentrace hledanych
latek. VSechny latky byly mimo limit detekce, vyjimkou byl vSak cypermethrin a deltamethrin,
které byly detekovany, avsak koncentrace dosahovala velice nizkych hodnot a byla tak pod

limitem kvantifikace.
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Ptiklad chromatogramu: Jedna se o chromatogram Labe a jeho porovnani s Labem, do

kterého byly pridany analyty o koncentraci 100 pg/l. Na prvni pohled se mizZe zdat, Ze se zde

nachazi i 4-nitrofenol a nonylfenol. 4-nitrofenol by vyfazen na zakladé svého maxima

absorpéniho spektra, které piku na chromatogramu bez pfidanych analytll neodpovidalo.

Nonylfenol pak neodpovidd retencnimu ¢asu, pfidany nonylfenol byl rozliSen od piku na

chromatogramu Cistého Labe. MoZna pozitivita je tak pouze u cypermethrinu a deltamethrinu,

jak je také poznat zpredeslé tabulky. Obdobnym zplsobem se projevily i ostatni

chromatogramy vzork( rek.

deltamethrin

Labe spike - s pfidanymi analyty

cypermethrin

Labe
2,4,6-trichlorfenol

nonylfenol

bisfenol

T T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 3.5 40 45 50 55 6.0 8.5 min

Obrdzek 30: Chromatogram Labe a porovndni s Labem s pfidanymi analyty
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5 Zavér

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly testovany nové druhy polyamidd pro extrakci
v online SPE. Byla porovndvana jejich stabilita a selektivita pro modelové analyty. BEhem prace
bylo zjisténo, Ze methanol nékteré druhy nanovldken rozpoustél, hlavné tedy PA s delSim
fetézcem a nejvice pak PA aromaticky - PA 6(3)T. Stabilita v methanolu byla testovéna i pfimo
na TUL, kde doSlo k potvrzeni plvodniho zjisténi. Na zakladé vysledkd vytéZznosti cilovych
analytl byla vybrana jako nejvhodnéjsi sorbent pro extrakci vybranych kontaminanti
polyamidova nanovlakna typu 4/6. Poté doslo k optimalizaci metody online spojeni extrakce

a HPLC systémem prepinani kolon.

V rdmci préce byly optimalizovany jak podminky extrakéni, tak podminky separacni. V
podminkach extrakénich se jednalo o proces plnéni extrakéni kolonky, volbu vhodného
polyamidového nanovldkna jakozto sorbentu, délku promyti kolonky a nasledné prepnuti
ventilu, ale také velikost nastfiku vzorku. U podminek chromatografickych se jednalo o volbu
vhodné chromatografické kolony, vhodné mobilni faze a také vhodné gradientové eluce.
Nasledné byly sledovany i valida¢ni parametry jako jsou test zplsobilosti systému, linearita,

preciznost a presnost a také limit kvantifikace a limit detekce.

Nasledovala validace metody, vykazujici dobrou pfesnost i preciznost, a poté byla tato
metoda vyuZita pro kontrolu fek z réiznych mist v Ceské republice. Zadny z hledanych analyt(
nikde nedosahoval LOQ, dokonce u vétsiny z nich ani LOD. To je obecné pozitivni zprava,
jelikoz vzhledem k jejich toxickym ucinkdim je snaha je z mistnich vod a okolnich ptd co nejvice

eliminovat.
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