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ANOTACE

Tato bakalaiska prace je vénovana pouzivanym metodam a novym technologiim pro piipravu
a analyzu vzorkl. Mezi moderni metody patii napiiklad QuEChERS nebo mikroextrakce.

Metody jsou rychlé a vyuzivaji se v medicing, farmacii nebo v zeméd¢lstvi.

KLICOVA SLOVA

analyza, vzorek, extrakce, chromatografie, RapidFire

TITLE

This bachelor thesis deals with methods which are used and new technologies for preparation
and analysis of the samples. Among methods belong for example QUEChERS. Technologies

are quick and they are used in medicine, pharmacy or agriculture.
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0 UVvOoD

Pfed samotnou analyzou je nutné provést piipravu vzorku pomoci vhodné
instrumentalni metody, ktera ptredstavuje nedilnou soucast zachazenim se vzorkem po vstupu
do analytické laboratofe. Zpracovani vzorkl z riznych materiali s postupem casu se neustale
vyvijelo a také dnes se zdokonaluje. V dnes$ni dob¢ trend pifipravy vzorku smétuje K rychlému
zpracovani vstupniho materidlu s co nejvys$s§im moznym vytézkem stanoveného analytu.

Cilem této prace je shrnout moderni pfistupy pro pfipravu vzorkt jednak v oblasti
zpracovani biologického materialu, ale i v oblasti chemie. Dalsi z cili bakalaiské prace je
porozumét odborné literatute a jejimu zpracovani ve formé resSersSe tak, aby byla uzitecna pro
sdéleni informaci §ir§i odborné vefejnosti.

Ptiprava vzorku je nedilnou soucasti laboratornich aktivit od pfijmu az po ziskani
vysledkl. V této praci se kratce zminim 1 o soucasnych nejvyuZzivanéjSich analytickych

metodach.
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1 Chromatografie

Chromatografie je separacni technika, kterd je zalozend na rozd€leni smési vzorku
mezi dvé faze, nepohyblivou (stacionarni fazi) a pohyblivou (mobilni fazi). Tyto faze
se od sebe odlisuji fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Podle uspofadani stacionarni faze
rozliSujeme chromatografii kapilarni, kolonovou nebo-li sloupcovou. Dal§im kritériem déleni
je skupenstvi mobilni faze, ptikladem je plynova chromatografie a kapalinova

chromatografie. (Churacéek, 1993, s. 151-152), (Jordanova, 2013, s. 2-3)

1.1 Plynova chromatografie
GC je typ chromatografie, kterd je charakteristickd tim, ze mobilni fazi je plyn
a analyzovany vzorek je délen v plynném stavu. Vzhledem ke komplikovanosti vzorku

se dnes bézné pouziva kompletni dvourozmérna plynova chromatografie.

A

LA

Obrazek 1 Plynovy chromatograf

1- tlakova lahev s nosnym plynem, 2- regulace a méteni priitoku,

3- nastiikova hlava, 4- termostat, 5- kolony, 6- detektor, 7- pocitac¢

13



111 Dvourozmérna plynova chromatografie
GC x GC vyuziva dvé kolony, které maji rtiznou selektivitu vii¢i analytiim ve vzorku
ajsou zapojeny Vv sérii pomoci modulatoru. (Wojtowicz a kol., 2013, s. 4-5) V porovnadni
S jednorozmeérnou GC prindsi tato technika zvysSeni separacni ucinnosti, diky kryofokusaci

zlepSeni chromatografického rozliseni a snizeni limitu detekce. (Wojtowicz a kol., 2013, s. 5)

1.2 Kapalinova chromatografie

Existuje né¢kolik typlh metod kapalinové chromatografie. Mezi nejjednodussi
kapalinové chromatografie patii obycejna chromatografie za atmosférického tlaku, kterd vsak
nezajiStovala dostate¢nou separaci latek. Dnes se jiz bézné vyuziva vysokoucinnd kapalinova

chromatografie.

CHECOMLA IOGEA B
g
d 14
pumpa "g N piky
. 'g 0q
mobﬂni[E) s =
faze [ mEnird dae [1min] _
i s
dévlzovac pocitac
kohout ze E;
smyclon separacni
kolona detektor

Obrazek 2 Kapalinovy chromatograf

1.21 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

(High Performance Liquid Chromatography, HPLC)
Jednd se o chromatografickou metodu, kterd patfi mezi nejlep$i a nejucinné;si
preparativni techniky. HPLC slouzi pfedevsim pro analyzu tepelné nestalych a malo t€kavych
latek. (HolCapek, 1998, s. 278) Je to metoda, pfi které se vyuzivd vysokého tlaku, ktery

zvySuje Ucinnost rozdéleni latek. Pouzivaji se kolony, které jsou dodavéany s naplni piimo
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danou odbornou firmou. Mezi analytické kolony patii kolony s jemné zrnénymi néplnémi.
V pribéhu chromatografického procesu jsou sledovany dvé veliiny - elucni ¢as a eluéni
objem. Elu¢ni Cas sleduje ¢asovy pribéh operace. (Jordanova, 2013, s. 4-17) Elu¢ni objem je
objem mobilni faze, kterd protece od doby, kdy je vzorek nastiiknut do HPLC systému
do doby, nez bude nejvyssi koncentrace separované latky v eluatu. Dalsi dulezitou veli¢inou
je mrtvy objem (VM) skladajici se z mrtvého objemu systému (potrubi, kapilary) a mrtvého
objemu kolony. (Jordanova, 2013, s. 15-17) Je- li na kolonu nanesena inertni latka, jeji elu¢ni
objem je roven eluénimu mrtvému objemu. (Jordanova, 2013, s. 16)

HPLC se bézn¢ se pouziva pro analyzu klinickych, veterinarnich a potravinarskych
vzorki. (Brandsteterova a kol., 2000, s. 13-14) HPLC umoznuje separovat parentni latky
a také produkty jejich rozkladu nebo metabolity analyzovanych biologicky aktivnich latek
v zavislosti na selektivité pouzivaného detektoru. Casto je nutné stanovit velmi nizké
koncentrace analytu za piitomnosti interferujicich latek. (Brandsteterova a kol., 2000, s. 13 -
14) Proto musi byt uprava biologickych vzorkii pred separaci ucinna. (Brandsteterova a kol.,
2000, s. 13-14) Vhodné¢ zvolenou metodou lze provést separaci pfi analyze 1é¢iv i s béznym
vybavenim za 1-5 minut. (Macek a kol., 2000, s. 79) Pro velmi rychlé analyzy pfi velmi nizké
koncentraci 1é¢iv je vyhodné zvolit spojeni HPLC/ MS z diivodu vyssi citlivosti daného typu

detektoru. (Hol¢apek a kol., 1998, s. 281-283)

1.2.2 Uspotadani HPLC

Off-line dvourozmérné usporadani HPLC, které se dfive vice vyuzivalo. Jedna se o
pomérné snadné, ale zdlouhavé a obtiZzné na automatizaci. Pfi této chromatografii mize
dochézet k zameén¢, ale i k ztraté¢ vzorku. V tomto uspofadani se izoluje Cast vzorku, kterd
byla separovana v jednom systému a dal§i separace probéhla Vjiném systému (druhé
chromatografické kolong).

On-line zapojeni je technika oproti off-line zapojeni rychlejsi, vhodnéjsi z hlediska
opakovatelnosti. Jeji nevyhodou je, Ze je celkem obtizna na obsluhu a potiebuje specifické
propojeni. (Godula, 2005, s. 934- 936) Vybrand frakce eludtu je prevideéna z jedné kolony
pomoci Sesticestného prepinaciho ventilu do dalsi kolony. (Jandera, 2010, s. 441-442)

Ob¢ tyto techniky umoznuji zjistit informace jen o vybrané Casti vzorku. (Jandera,

2010, s. 441)
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2 Hmotnostni spektrometrie

MS je fyzikalné- chemicka metoda slouzici jako detekéni koncovka pro GC a HPLC
chromatografii, ale také naptiklad pro kapilarni elektroforézu. (Friedecky a kol., 2012, s. 152-
153) Tato metoda je citliva, specificka, rychla a poskytuje jednoduchou interpretace dat.
Urcuje hmotnosti atomii, molekul a molekulovych fragmentit po jejich prevedeni na ionty.
(Hernychova, 2008, s. 3) Vyuziva se také k identifikaci proteinid, odhaluje mutace a DNA
sekvencni chyby, dale umoziiuje analyzu nekovalentnich komplext. Pristroj, ktery je
pouzivan se nazyva hmotnostni spektrometr. Obecné se skladd se z iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru, detektoru a pocitace. (Hernychova, 2008, s. 1-61). Ziskanym
vysledkem je hmotnostni spektrum, které graficky vyjadiuje zavislost cetnosti iontl
na hodnoté hmotnosti iontu/naboj iontu (M/z). Tento zaznam je charakteristicky pro danou

latku. (Havli¢ek, 2001, s. 121-123)

i
[
: o Hmotnostni
vzorek » lontovy zdroj : analyzator Detektor
I
i
(vakuum) : vakuum

Obrazek 3 Schéma hmotnostniho spektrometru

2.1 Princip

MS je v podstaté zalozena na podobném principu jako elektromigracni
nebo chromatografické separace. Hlavni rozdil mezi metodami spociva v prostiedi, kde
dochazi k separaci latek. Typické prostiedi pro chromatografie je kapalina nebo plyn, v nich
dochdzi kseparaci analytl, kterda je =zaloZena na interakci se staciondrni féazi.
Mezi elektromigra¢ni metody patii elektroforéza, ktera vyuziva rozdilné rychlosti nabitych
Castic v elektrolytu v piitomnosti stejnosmérného elektrického pole. MS je zalozena
na interakci nabitych ¢astic s elektrickym nebo magnetickym polem ve vakuu. (Friedecky
akol., 2012, s. 152)

Existuje mnoho ionizacnich technik. K ionizaci dochdzi za pomoci vysokého napéti,
elektrosprejem (ESI), UV zateni (APPI), chemické ionizace za atmosférického tlaku (APCI).

(Lemr, 2001, s. 100-105) Desorpce analytti z pevnych povrchtl je mozné provadét za pomoci
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laseri (MALDI), metastabilniho plynu (DART) nebo desorp¢niho elektrospeje (DESI).
(Wojtovicz a kol., 2013, s. 3- 11), (Friedecky a kol., 2012, s. 152- 154)

Pro analyzu biologickych vzorkt, proteinti a jinych biomolekul, se v soucasné dobé¢
pouziva kombinace elektrospreje a MALDI. ESI (ionizace elektrosprejem) umoziiuje ionizaci

sttedné polarnich molekul az po ionty. (Hol¢apek, 1998, s. 4)

2.2 MALDI

MALDI je metoda, kterd vyuziva ionizaci laserem. Patii mezi méekké ionizaéni
techniky. (Hernychova, 2008, s. 15-17), (HolCapek, 1998, s. 278) Zkoumanda latka je v pevné
matrici zkrystalizovana (Hernychova, 2008, s. 15) a ozafena laserovym pulsem, ale je mozné
vyuzit 1 jiné pulsni techniky, jedna z moznosti je UV zafeni. Kdyby se ionizace laserem
provadéla piimo, mohlo by dochdzet k nezddoucimu S$tépeni, proto se pouziva latka,
umoziujici pfenos ionizacni energie na vzorek a tim zabrani nezadoucimu Stépeni.
(Hernychova, 2008, s. 9-17) Kratkym laserovym ozafenim (nékolik nanosekund) dochazi
k ionizaci molekul matrice, tedy dojde ke vzniku ¢astic jak neutralnich, tak kladné i zaporné
nabitych iontl. Proud téchto iontl je usmérnén do analyzatoru a nasledn¢ detektorem

a pocitacem vyhodnocen. Tento postup se pouziva hlavné ke stanoveni latek nizSich

molekulovych hmotnosti. (Hernychova, 2008, s. 15), (Ubik, 2001, s. 6-26)
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Obrazek 4 Princip MALDI

Metoda MALDI-TOF se vyuziva ke stanoveni vys$§i molekulovych hmotnosti.
K stanoveni se pouziva laserova ionizace za pritomnosti matrice s detektorem doby letu
(TOF). (Havli¢ek, 2001, s. 121-123) Pred ionizaci je vzorek smichdn s organickou kyselinou
(matrice), ve které probéhne snadna absorpce energie laseru a nasledné se vysusi.(Friedecky
a kol., 2012, s. 154) Rychlost ionti se urychli pisobenim elektrického pole a pies miizku
vstupuji do vakua v trubici detektoru. Pomoci detektoru je mozné zméftit dobu priletu,
a poté vypocitat rychlost ¢astic.

Metoda MALDI byla vyvinuta ptivodné¢ pro kvalitativni analyzu peptidi a bilkovin.
Dnes se vyuziva pro analyzu nukleovych kyselin, nizkomolekuldrnich anorganickych
a organickych latek. Vyhodou je rychlost a vysoka citlivost. Vzorek se pfi analyze nerozpada,
se separa¢nimi metodami (gelova elektroforéza, kapalinova chromatografie). (Hernychova,

2008, s. 1-61)
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Obrazek 5 Schéma MALDI- TOF
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2.3 Hmotnostni spektrometrie biomolekul a biologickych markera

Hmotnostni zobrazeni je pro identifikaci biomarkera, piikladem mizou byt molekuly,
které charakterizuji patologicky stav. Pokud to dovoli dynamicky rozsah, mizeme hodnotit
mimo jiné nddorovou tkan, ptipadné subtypy tumorti na zakladé souboru bilkovin nebo jinych
specifickych molekul, které jsou ve zdravych tkanich zastoupeny jinak. Pii hledani
molekularnich znakli néjakého infekéniho onemocnéni, nebo lze pfimo porovnavat tkan
zdravou a infikovanou. Dale miizeme sledovat, do jakych orgédni se ukladd podané
nizkomolekuldrni 1é¢ivo a jak dochazi k jeho metabolismu. Pfipadné miizeme sledovat

molekularni odezvu na 1é¢ebny proces. (Friedecky a kol., 2012, s. 152-157)

2.4 Spojeni metod s hmotnostni spektrometrii

Vyhodou spojeni metod GC/MS nebo HPLC/MS oproti klasické chromatografii je
hlavné vysoka selektivita. Selektivitu lze zvySit vhodné vybranymi ionty, vybérem
selektivnéjsi ionizacni techniky.

Pro  vyrazné zvySeni selektivity jsou k dispozici tandemova GC/MS/MS
a HPLC/MS/MS usporddani. (HolCapek a kol., 1998, s. 114-115) Pti analyzach analyti
ve slozitych biologickych matricich (krevni plazma, sérum, tkan€, moc) nelze bez téch metod
obejit nebo pii farmaceutickych analyzach. Tyto metody jsou rychlejsi, diky niz§im

pozadavkiim na déleni. (Hol¢apek a kol., 1998, s. 113-116)

24.1 Spojeni plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii

V GC/MS je ve vyhfivaném nastiikovém prostoru vzorek zplynén a zaveden
na pocatek GC kolony, separovany na jednotlivé komponenty a vstupuji do iontového zdroje
hmotnostniho spektrometru, dale jsou identifikovany a kvantifikovany. Informace ziskavame
vyhodnoceni chromatogramu (pik). Pomoci vakuovych vyvév je mozné udrzet v MS
analyzatoru potfebné vakuum.

Spojeni vystupu z kolony a vstupu hmotnostniho detektoru mezi GC a MS ma
interface riizné konstrukce dle typu kolon.

Ptimé spojeni je pro kolony s malym primérem do 0,2 mm, ty jsou propojeny kratkou
kapilarou. Modifikaci ptimého spojeni je zapojeni s otevienym délicem toku, kdy dochézi

Kk vyrovnani tlaku mezi kolonou a detektorem.
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Vyuziva se k identifikaci, zjisténi struktur, molekulové hmotnosti. Jedna se o béznou
metodu, avSak cenové nakladngjsi. (HolCapek a kol., s. 4-6), (Friedecky a kol., 2012, s. 152-
157), (Wojtovicz a kol., 2013, s. 3-4)

24.2 Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni
spektrometrii

HPLC/MS je spojeni, kdy se kapalnd mobilni faze, obsahujici analyt, zavadi
do iontového zdroje hmotnostniho spektrometru. Dochazi zde k desolvataci molekul analytu,
jeho ionizaci a zavedeni do analyzatoru. (Hol¢apek a kol., 2012, s. 152-157)

Mezi MS analyzatory patii napiiklad kvadrupolové analyzatory, které jsou schopné
pracovat pii vysSich tlacich a jsou bézné pro vyuziti v kvantitativni analyze. (Navratil a kol.,
2001, s. 117-120)

Pro kvalitativni a kvantitativni analyzu slozitych smési je nejucinngj$i vyuzit
kombinaci metod HPLC/MS. Spojeni HPLC/MS je slozitéjsi nez u GC/MS, protoZe je nutné
odstranit pomérn¢ velky piebytek mobilni faze. Spojeni je mozné realizovat oft-line nebo on-
line. Off-line spojeni je star$i metoda. Z kolony se eluat jima do frakci, nasledné jsou
spektralnimi metodami analyzovany.

Ptimy vstup eluatu lze pouzit pouze pro mikrokolony a kapildry s pratokem
maximalné 10 pl/min, jinak je nutné pouzit naptiklad diaframu s malym otvorem 5 — 15 um
jako déli¢ toku. Dal$im spojenim, které je mozné vyuzit, tak je s transportnim pievodnikem.
Na vyhtivany dratek je neustale nanaSen eludt z kolony, poté co je rozpoustédlo odpaiene,
nasleduje transport latek do iontového zdroje, kde po zahtéti na 200-300 °C je latka odparena
a ionizovéana. Tedy je zaloZena na principu nekonecného dratu. Dratek je moZné nahradit
nekonecnym paskem, kterym ziskdme piti pfevodu vzorku vyssi vytézek. (Maldrova, 2009,
S. 40-49)

Vzorek je ve formé roztoku privadén na zacatek HLPC kolony nebo piimo do MS
systému. Pfi pfimém vstupu je mozné snadno regulovat koncentraci analytu, jinak by doslo
k piehlceni analyzatoru. Desolvatce a ionizace je provedena v jediném prostoru. lonizaci je
mozno realizovat elektrosprejem (ESI) nebo atmosférickou chemickou ionizaci (APCI).
(Holcapek a kol., 1998, s. 278- 286), (Lemr a kol., 2000, s. 27). Ziskana data dané¢ho analytu
z hmotnostni spektrometrie poskytuje vice specifickych informaci. (Lehotay, 2000, s. 9-10)
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Obrazek 6 Spojeni HPLC/MS

24.3 Vyuziti HPLC/MS

Spojeni HPLC/ MS s ionizaci za atmosférického tlaku umoziuje v systémech, jak
S normalnimi, tak s obrdcenymi fdzemi bez omezeni pratoku a nezévisi na slozeni mobilni
faze. Neni vhodné pouzivat netékavé anorganické slouceniny pro tvorbu pufrl, protoze
dochdzi usazovani slouc¢enin v hmotnostnim spektrometru a vyznamné ovlivnéni vysledka
analyz. (Holcapek a kol, 1998, s. 278-283)

S HPLC/MS je spojovana miniaturizace, kdy dochazelo k zménam kolon. Dnes
se bézn€ pouzivaji oteviené kolony, které umoZiuji nanaSet minimalni mnozstvi vzorku,
coz je vyhodné pro stopovou analyzu. Nevyhodou téchto kolon je snizovani relativni kapacity
naplné a pokles dynamického rozsahu. (Churacek, 1993, 156-285), (Holcapek a kol., 1998,
s. 281-283).
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3 Extrakce na pevné fazi

Metoda SPE se vyuziva pro separaci a CiSténi. Pro biologické analyzy vzorku
predevsim biologického piivodu je dulezita preduprava vzorka a jejich Cisténi. Obvykle se
pouzivaji silné kyseliny nebo organickd rozpoustédla, ale jejich ufinkem muze dojit
k degradaci cilového analytu napiiklad proteinu ¢i nizkomolekularni latky (1é¢iva). (Plisek,
2015, s. 56-57), (Vijayaraj et al., 2013, s. 2-4) SPE je Siroce rozsitena diky jednoduchému
pouziti, ma mensi spotiebu nevodnych rozpoustédel a velmi dobrou dostupnost sorbenti
riznych druht v porovnani s jinymi metodami. Nejvice rozSitenym sorbentem SPE je CI18.
Diky tomu je tato metoda nenaro¢na a je mozna jednoducha automatizace a lze ji aplikovat
na upravu biologickych vzorkli (plazma, moc) obsahujici Sirokou Skalu analytd (zejména
aplikace pro Siroké spektrum 1é¢iv). (Golias, 2013, extrakéni techniky), (Vijayaraj et al.,
2013, s. 2-4) Lze ji také online spojit se separacni metodou ¢i piimo s detektorem (piimé
spojeni SPE s hmotnostnim spektrometrii). Pouzivané sorbenty maji také jist¢ nevyhody.
Bézné sorbenty jsou malo selektivni a Casto miize dochazet k interakci interferujicich latek
s cilovymi analyty, Casto je proto nutné zatadit dalsi Cistici krok pted chromatografickou

analyzou. (Cechova, 2012, s. 21-24)

1 Condition 2 Loae 3 Wash 4 Elute

6 & 06 0

¥y ¥ YT
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Obrazek 7 Priubéh SPE
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Tabulka 1 Sorbenty K ptipravé vzorku

2 Product Product Base : 2 :
pplier Name Type Mode Masarial nctional Group Dimensions Comments
Affini- Gartindae Molecular 5 orbimis Also available
Affinisep mip SPE 9 imprinted | Polymeric MIP A for passive
SPE cartridges 3
Glyphosate polymer sampling
Headspace 44.0 and Thick films al-
GG SPME and immer- SPME Metal PDMS, acrylate, carbon, | 6.28 mm?2surface, | lows extraction
Analytics Arrow sion extrac- or divinyl benzene 3.6 and 11.8 pL. of wider range
tions volume of analytes
C18, aminopropyl, strong 5-pm through Designed for
cation and anion ex- pore diameter, small-volume
2 s change, phenyl boronic 10-pm meso sample treat-
GL, MonoSpin Centrifugal Varies S|I|c§ acid, titanium dioxide, pore diameter, ment
Sciences SPE columns monolith = & By
amide, weak cation ex- 350 m?/g surface,
change, trypsin, or C18— 50-800 mL
strong cation exchange volume
Turbulent mix-
;s ¢ ing of resin dur-
l;‘ea\;eerlshe‘dcs D“’ipirti':e Reversed Polymeric CatocCis 200 pL, 300 pL, ing extraction
P Tips e:trpaction phase or silica or 1mL process provide:
P higher binding
capacity
Turbulent mix-
o = T = o ing of resin dur-
| e B S v fem ot s erenls B ooy z00 || 5 xvcion
IMCS Tips extraction exchiange silica ;:ernar amines onlim Erccess biovide
P y higher binding
capacit
IMCS PacY
Turbulent mix-
Phospho- 5 Phospho- ing of resin dur-
peptide Dlsipeerts;:e peptide Metal Metal oxides 200 pL, 300 pL, ing extraction
Purification eftrpa(tion purifica- oxides or 1mL process provide:
IMCS Tips tion higher binding
capacity
Turbulent mix-
s A 4 S ing of resin dur-
LGy RIERSISIve Affinity HIE N Jified [ Affinity tags (IMAG, 200 L, 300 uL, | ing extraction
Purification pipette purifica- P in A/G 1 ide:
IMCS Tips extraction tion agarose roteln ) A Process proviae:
higher binding
capacity
- & 6-mL, 1000-mg Enrichment of
Chroma- Cartridge Normal Activated =
polypropylene acrylamide fronr
bond A SPE phase carbon cartridges et
Macherey- =
Nagel 1-mL cartridge, Removal of
Chroma- Cartridge, 0 mg phospholipids
bond PL 96-well SPE 96 < 30-mg well | from biological
plate samples
= : Online ap-
. C8, amide, hybrid
Supel Online SPE Reversed o & & o proach saves
Genie cartridges phase Silica phase f?;:';s;?hohp'd 20t cost, prolongs
column life
Millipore- Adsorbents
sigma Primary secondary 120/108-mg, | Provide opti-
Supelclean Sample Varies Varies amine, C18, zirconia- 1-mL cartridge or z:t'vs:;z"::a_
Ultra 2400 cleanup coated silica, graphi- 270/225-mg, e syt
tized spherical carbon 2-mL cartridge Yo y
and interfer-
ence removal
Desalting pep-
Reversed- £
The Nest - - 10-100 pL SPE tides and polar
Group BioPureSPN | 96-well plate phas_e Silica ci8 spin columns metabolftacin
desalting
water
Enables remova
e 2,5, 10, 15, 20, detergents or
Optimize EXP Trap (11 "n? aud Sl Fused- and 30 mm < salts, especially
3 off-line cleanup,
Technologies columns & = core 1-4.6 mm for UHPLC
trapping desalting di
iameter

Selektivita sorpce se miiZze vyrazné zvysit pfi pouZiti imunoextrakce, kterd je zaloZzena
na interakci antigen-protilatka. Interakce antigen-protilatka pii extrakci polarnich latek
nezahrnuji hydrofobni plsobeni, coz je jejich vyhoda. Pfi SPE lze vyuzit také disky misto
kolon (miniaturizace). Vyhodou pfi pouziti diski je snizeni doby analyzy. (Cechova, 2012,
S. 21-24)

Off-line SPE je povazovano pfi pfipravé vzorkd za velmi efektivni a univerzalni,
ale jeji provedeni je stale Casove naro¢né a také musime brat v uvahu jeji optimalizaci. Pfi on-
line SPE je docileno nékolika vyhod. Béhem jednotlivych krokti nedochazi ke ztratdm analytu

a automatizace znamena minimalizace pochybnosti.(Cechové, 2012, s. 21-24) | piesto, Ze ma
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vyhody, limitujicim faktorem muze byt Casto vysokd cena zafizeni a vyrazny vliv matrice.

(Cechova, 2012, s. 21-24)

3.1 RapidFire

RapidFire je systém zalozen na SPE, ktery umoznuje detekci pfirozenych sloucenin
hmotnostni spektrometrii. (Agilent technologies, 2017)

Pomoci RapidFire se provadi pfima kvantifikace nativnich produkti a substratl
za cilem ziskat fyziologicky dulezita data s menSim mnozstvim falesné pozitivnich vysledki.
(Agilent technologies, 2012)

Kazety RapidFire jsou k dispozici v fadé chemikalii pro Sirokou Skalu vysetfeni,
aplikace klinického vyzkumu. Kazety maji velkou kapacitu vzorku na jednu kazetu. Objemy
se pohybuji od 4pl az 20pl. Systém RapidFire ma Sesti Sté€rbinny vyménny zasobnik
k automatizovanému zpracovani. (Agilent Technologies, 2017)

RapidFire se vyznacuje niz$imi naklady a lepSim vyuzitim prostiedkl, mensi mnozstvi
rozpoustédla, mén¢ Cinidel. Tudiz vysledkem je vysoka produktivita. Ru¢né lze zvladnout
pfi jednom cyklu pouze 18 desek, automatizaci se mnozstvi vyrazné zvysi na 96 az 384 desek.
Pokrocilé mapovani desek umoziuje délici testovaci metody pro kazdou z desek. Vyuziva
se napiiklad pro odhaleni farmaceutickych 1€kti a dalezity je i pro klinické vyzkumné
laboratote. Pocet desek, které RapidFire zaznamena, je flexibilni. Vyuzivéa se automatizovany
meéni¢ 6- kazet a opticky snimac k detekci prutoku kapaliny, proto neni nutny vysoky pocet
asistentll. Automatizovany 6- méni¢ kazet se vyuziva vice spolecnych kazetovych chemikalii
za ucelem vyvoje metod. RapidFire se sjednocuje nejen s jednim MS, ale i s vedoucimi tfemi
nebo ¢tyfmi hmotnostnimi spektrometry. Hmotnostni spektrometr mize sdilet i s HPLC.
(Agilent technologies, 2017)

3.1.1 Spojeni RapidFire s hmotnostni spektrometrii
RapidFire ve spojeni s hmotnostni spektrometrii umoziiuje velmi rychlou analyzu
ptirozenych sloucenin Vv lidském organismu. Analyza je provedena za 6- 10 sekund/ vzorek
bez ptredchozi tupravy vzorku. V organismu ADME nebo-li absorpce, distribuce,
metabolismus a vyluCovani slouceniny ovliviiuje hladinu 1é¢iva. Uplatnéni nachazime
Vv klinickém vyzkumu a forenzni toxikologii.
Za pomoci RapiFire spole¢né s hmotnostni spektrometrii 1ze ptimo méfit koncentraci

intracelularnich sloucenin, béhem kterého se ziskaji informace o permeabilité bun€k. Diive
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nez se analyzy zaméfi na zjiStovani lékid, nejprve predchazi faze porozuméni rozdilim
mezi aktivitou slouc¢enin v biochemicky a bunécnych testech. Bézn¢ se méfi pouze odhadem
nebo nepiimo propustnost bunky, mize byt problém, pokud bunétna aktivita je slaba
nebo neni vubec. Propustnost se odviji také od membranového potencialu. Analyza je
provedena RapidFire a odecitd se koncentrace bun¢k. Primarni provéfeni testu bylo ve spojeni
HPLC a tandemové hmotnostni spektrometrie, nasledné byla analyza pfesunuta na RapidFire
a hmotnostni spektrometrii. Dalsi Gpravy jako miniaturizace a optimalizace byly zavedeny
s ucelem zjednodusit proces, zvysit prichodnost vzorku a zkratit dobu cyklu. Automatizace
pfinesla poloautomatickou plochu, na které je mozné analyzovat az 100 sloucenin za den.
Vétsina 1éCiv je uréena k zachyceni specifickych cilovych molekul uvniti bunék v cilovém
organu nebo nadoru. Farmakologickd odezva proti intraceluldrnimu cili 1ékovou molekulou,
musi molekula nejprve proniknout do buiiky, aby byla dosazena dostate¢nd koncentrace.
Me¢fteni penetrace bunék je velmi obtizné a identifikace 1éCiva v buiice je téméf nemozné.
Bylo zjisténo, ze je mozné pouzit k detekci koncentrace slouceniny v buiice kapalinovou
chromatografii s hmotnostni spektrometrii. Citlivost metody je srovnatelna s radiometrickou
metodou. RapidFire nabizi rychlé vycisténi vzorku a pfenos do hmotnostniho spektrometru,

proces prob&éhne béhem Sesti az deseti sekund. (Gordon et al., 2015, s. 156-164)

3.1.2 RapidFire typy

Existuje nékolik typl systému RapidFire. Mezi star§i systém patii RapidFire 300/MS,
je spojen s trojitym kvadrupolovym spektrometrem.

Prostfednictvim novéjSiho typu RapidFire 365 lze rychleji a efektivnéji poskytovat
funkéni biochemickou analyzu a stanoveni vzorkli v biologickych matricich. Umoziuje
automatizovat zpracovani velkych objemi.RapidFire 365 umoZiluje pifimou enzymatickou
detekci analyt bez pouZiti ndhrad, nepfimych méfeni a radioaktivity. Rychlost jednoho cyklu
se pohybuje okolo 8 s/ vzorek pii objevovani 1€€iv, pti klinickém vyzkumu je rychlost cyklu
10 s/vzorek. RapidFire 365 stejné¢ jako RapidFire 300 je technologie, ktera je schopna
pracovat se snizenym mnoZstvim vzorku, rozpoustédla, ¢inidel, a tedy vznikd mensi mnoZstvi
odpadu. Dale zvySuje kapacitu analyzy prostfednictvim automatického ovladani 63 desek
a az 60 hodin pro 20 000 injekci bez obsluhy. ZvySuje produktivitu a efektivnost za ¢asové
uspory, automatizované postupy pro vyvoj béznych metod a prepinani rozpoustédel pro rizné
testy v jedné davce. Tedy lze posuzovat vice reakénich produkt vedle sebe. Obsahuje také

automatické piepinani kazet do 12 opakované pouzitelnych SPE kazet s 2000 injekcemi
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na kazdou kazetu. (Agilent technologies, 2017), Agilent technologies, 2012), (Biocompare,
2017)

3.1.3 Vyhody RapidFire
Neni potieba fluorescence ani luminiscencnich substratd, piitomnost protilatek
nebo radioaktivnich ¢inidel. RapidFire probiha desetkrat rychleji nez bézna MS.
Ke screeningu celych bilkovin a fragment se vyuzivd RapidFire 360. V analyzach
s vysokou propustnosti dochazi ke spojeni dvou krokd do jednoho, pfiprava vzorku a sbér dat.
Bez pouziti specifické metody pro konkrétni slou¢eninu. RapidFire 360 je schopen zpracovat

96 desek za 15 minut. (Agilent technologies, 2017)

Obrazek 8 Systém RapidFire/MS
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3.2 Oasis HLB Prime Sorbenty pro SPE

Oasis HLB Prime je prvnim sorbentem extrakce na pevné fazi. Je vhodny pro rutinni
analyzu. Zajistuje v kratSim Case ¢istsi vzorky. Mezi vyhody patii jednoduché dvoustupiiové
a tfistupniové protokoly, rychlejsi proudéni pies 96 jamek, pii kterém nedochazi k velkému

ucpavani.

3.2.1 Online SPE pomoci Oasis
Online Oasis kolony jsou pouzivany k rychlému precisténi biologickych vzorkd,

pro vyuziti k on-line analyzam (LC/ MC, LC/ MS/ MS). (Research instrument)

3.3 THC

SPE je vyuzivana naptiklad K analyze tetrahydrokannabinolu (THC), téz
tetra-9-tetrahydrokannabino, ktery vznika jako primarni metabolit 2z karboxy-THC.
Pted vlastnim provedenim SPE je vzorek krve denaturovan pomoci acetonitrilu. Supernatant
je nasledné aplikovan na SPE kolonu (naptiklad C 18, polymerni sorbenty nebo iontoveé-
vyménné faze). Sorbent se vzorkem je nasledné promyvan deionizovanou vodou, fosfatovym
pufrem. Analyty jsou nasledné z kolony eluovany ethylacetatem s 2 % ptidavkem kyseliny
octové (objemové procento W= Viozpustené litka (1) / Vroztoku (1)). ElUat je odpafen pod proudem
dusiku a nasledné konstituovan v pfislusné mobilni fazi (50 pl) pro analyzu vysokotc¢innou
kapalinovou chromatografii S hmotnostni spektrometrii pozitivni/negativni reakci. (Elian,
2009, s. 461- 468) Toto spojeni nachazi Casté vyuziti zejména ve forenznich toxikologickych
laboratotich. Konopi je nejcastéjsi droga, se kterou se setkava toxikologicka laboratof. (Elian,
2009, 461- 468) Obvykle se vyuziva k predzpracovani silna kyselina nebo organické

rozpoustédlo, jejich pouziti vede k denaturaci proteind.
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3.4 Miniaturizace SPE

Miniaturizované podoby, které maji riznou modifikaci, se vyznacuji niz8i spotiebou
organickych rozpoustédel. Uginnost je stale zachovéana, ale miniaturizace vede K urychleni
analyzy a zejména k Setieni organickymi rozpoustédly. Miniaturizace extrakce na pevné fazi
(MEPS- Microextraction by packed sorbent) je miniaturizace obecné uzivané SPE metody.
Vyuziva se K extrakci vzorkli o objemu Vv fadech mikrolitri. (Moein et al., 2014, s. 1-15)
Princip je zalozen na sorpci testované latky na sorbent. Sorbent, se nachazi v upravené
stiikacce. Sorbentu je vkladano a utésiiovano piiblizné 1 az 2 mg. Nejprve se vzorek nasaje
do sttikacky, poté je promyvan piisluSnymi roztoky a nakonec je eluovan ze stiikacky
nejcastéji modifikovanym organickym rozpoustédlem. (Golias, 2013, extrakéni techniky)
MEPS je mozZné online spojit s GC nebo LC bez Uprav. Metoda MEPS se pouziva naptiklad
pro stanoveni lokalnich anestetik v lidské plazmé. (Monein et al., 2014, s. 1-18)

Extrakce probihda ve standardnich krocich jako u SPE. Prvni faze je extrakce,
poté nasleduje aplikace vzorku, promyvani a na zavér eluce. V této metodé jsou objemy
rozpoustédla i vzorku redukovany v porovnani s SPE technikou. (Monein et al., 2014, s. 1-18)
Techniku Ize pouzit k extrakci Siroké Skaly 1éciv a metabolitli v biologickych tekutinach

(krev, mo¢, plazma). (Monein et al., 2014), (Vijayaraj et al., 2013, s. 2-6)

3.5 Modifikace SPE
351 SBSE

Mikroextrakéni techniky tuhé faze maji i své modifikace, jednou z nich je stir-bar

sorptive extraction (SBSE) neboli sorpéni extrakce na michadélku. (Vijayaraj et al., 2013,
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S. 1-7) Charakteristikou sorp¢ni extrakce je, Ze do roztoku se vklada michadlo (twister), které
je magnetické. Povrch michadla je tvofen sorpéni fazi, polydimethylsiloxany jako nepolarni,
sttedné polarni na bazi polyetylen glykolu apolarni methylkrylatu, vklada se piimo
do kapalného vzorku, kde jsou cilové analyty sorbovany na povrchu michadélka obsahujici
ptislusnou pevnou fazi. (Cechové, 2012, s. 25), (Plisek, 2015, s. 71) Doba, potiebna
k dosazeni rovnovazného stavu, se pohybuje okolo 60 min, ale zavisi na mnozstvi vzorku
arychlosti michani. (Plisek, 2015, s. 71), (Golias, 2013, extrakéni techniky) Technika
se pouziva pro zakoncentrovani t€kavych a mirn¢ t€kavych organickych sloucenin. (Golias,
2013, extrakéni techniky)

Technika SBSE ma vysokou extrakéni G€innost ve srovnani s mikroextrakci na pevné
fazi (SPME- Solid phase microextraction), ale nevyhodou je delsi extrakéni ¢as. Technika je
hlavné u¢inna ve spojeni s naslednou plynovou chromatografii (GC- MS) pii ekologickych
analyzach. Metoda SBSE Vv porovnani s SPME je citlivéjsi. Kombinace s GC- MS se vyuziva
pro léciva v biologickych vzorcich. Vyhodou jsou kvantitativni extrakce, latek s pomérné
nizkymi detekénimi limity v piisluSném biologickém vzorku. (Golid§, 2013, extrakéni

techniky)

. i !’ magﬂEt
7 N
*

vhitini faze PDMS

Obrazek 10 Dvoufazové zatfizeni SBSE

3.6 QUEChERS

V soucasné¢ dobé je poptavka po vysoce vykonnych metodach, které jsou snadno
proveditelné. Technika zahrnuje mimo jiné déleni kapalina- kapalina za pouZiti acetonitrilu.
QUEChERS ma vyhody oproti bézné extrakci, umoznuje ziskat vysledky pro Sirokou $kalu
analytl. Presné vysledky se ziskaji v pfitomnosti vnitiniho standartu, ktery minimalizuje
chyby. Jednim analytem lze extrahovat 10- 20 vzorkt za 30- 40 minut. (Rejczak et al., 2015)

V QuEChERS anglicka zkratka, v ptekladu se jedna o rychlou, efektivni, levnou a
velmi bezpeénou metodu. Metoda QUEChERS se vyuziva jiz po celém svété. Laborator ziska

bézné 8 vzorkl za 45 minut za obsluhy jednoho analytika a v pribéhu procesu v porovnani
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S jinymi metodami nedochazi k velkému mnozstvi odpadu a md mensi nachylnost k chybé.
Sklada se z nekolika krokd, konkrétné z extrakce a precisténi. (CVU Stuttgart, 2011)

QUEChERS je jednoducha dvoustupniova extrakéni technika. Prvni krokem je
rozpus$téni vzorku. Vzorek se rozpousti v acetonitrilu. 1 gram vzorku je rozpustén v 1 mililitru
acetonitrilu. Druhym krokem je takzvané vysoleni. Proces je vyvolan pfidanim soli a pufra.
Ptida se siran hotec¢naty (MgSOa4) a chlorid sodny (NaCl) nebo octan sodny, tim je vyvolana
separace fazi. Stl se musi pfidat az po promichani smési vzorku a acetonitrilu, protoze by
dochazelo k exotermnim reakcim. Mohlo by dochazet az k degradaci vzorku, a poté Cistici
disperzni extrakce pevné faze. QUEChERS 2007.01 vyuziva 1% roztok kyseliny octové
aoctanu sodného, na rozdil od starSich QUEChERS metod, kde se pouzival NaCl. Dalsi
nov¢jsi metodou je EN-15662 EU, vyuziva slaby pufrovaci systém, ktery je slozen
z 1 g citratu sodného a 0,5 g citratu disodného pii pH 5,5. I piesto, Ze se jedna o podobné
extrakce, nalézame drobné odlisnosti, rozdilnd hmotnost vzorku nebo objem rozpoustédel.
K zamezeni chyb se pfidava vnitini standart.

Nésledné probiha extrakce acetonitrilem, ktery je tvodnim krokem disperzni extrakce
pevné faze. Pro spravné provedeni extrakce musi byt zajiSt€éna mala spotieba rozpoustédel.
Cast extraktu je pfidan do centrifugadni zkumavky, ktera obsahuje malé mnoZstvi SPE
sorbentu a nasledné¢ se smés protiepe, aby se zvysilo rozmisténi SPE sorbentu a aby proces
¢isténi byl usnadnén. Disperzni extrakce pevné faze se od klasické SPE 1isi tim,
ze se vyuzivaji kazety, které obsahuji rizné mnozstvi a typy sorbentd. (Rejczak et al., 2015)
Po protfepani nasleduje ptecisténi, odstranéni organickych kyselin. V pribéhu posledniho
kroku se smisi nezpracovany extrakt se sorbentem (C 18). Ve spojeni s C18 se vyuZzivaji
diaminy, které maji podobnou funkci jako oxid kiemicity. Nasleduje piecisténi pomoci
extrakce disperzni tuhé faze. Extrakt se ptida k disperzni Cistici sad¢, minutu se promicha
na vortexu, aby se rozlozil volny materidl. Aby se sniZila doba promichéani, urychluji je
keramické homogenizatory. Jsou to neporézni tyCinky, které zajiStuji t€sny kontakt mezi
vzorky a extrakénimi chemickymi latkami. Potom nasleduje centrifugace (5 minut,
4 000 otacek/ minutu). Dojde k separaci fazi, odd€leni od supernatantu. Po centrifugaci
(4 000 otacek/ minutu po dobu 5 min) supernatant vstupuje do GC/ MS nebo LC/ MS.
V disperzni extrakci pevné faze je volen sorbent, aby byla zachovana matrice a analyty,
aby zustaly v kapalné fazi. (Agilent Technologies, 2013)

Disperzni extrakei pipetami se provadéji rychlé extrakce, kdy sypky sorbent se nachdzi
ve §pic¢ce pipety s minimalnim pouzitim rozpoustédla. Tyto extrakéni metody lze pomérné

snadno automatizovat. Nekteré biotechnologické spole¢nosti, napiiklad Integrovany systém
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mikrochromatografie, vyvinula disperzni produkty s ¢tyfmi odlisSnymi fazemi. Silné
nebo slabé aniontové nebo kationtové vyméniky je mozné umistit na kfemicitany
nebo polystyren. Na agardze jsou k dispozici sorbenty s reverznimi fazemi (od C4 do C18).
(Douglas, 2017)

Obrazek 11 Pridani acetonitrilu

Obrazek 12 Centrifugace

Obrazek 13 Vialky pro GC nebo HPLC analyzu

K 1é¢bé mnoha zivot ohroZujicich nemocem patii rakovina, tuberkul6za, malarie
a dalsi, je potieba rychlé a snadno pouzitelné diagnostické pristroje pro detekci biomolekul.
V oblastech mikrofluidik a nanotechnologie dochazi k technickym pokrokiim.
Novou pfileZitosti je vyvoj nové technologie Lab-on-a-chip, ktery umoziuje provést

kompletni sadu biochemickych testi. (Dak et al., 2016, s. 1-11)
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4 Mikroextrakce

Mikroextrakéni techniky se dnes bézné vyuzivaji z divodu ¢asové nenarocnosti, dale
protoze snizuji pofizovaci a provozni naklady. Mikroextrakcenabizi zjednoduseni
a z automatizovani procesu. Béhem vyvoje doslo ke slouceni analytickych krokii (izolace,
precisténi  extraktu) do jediného kroku. (Golias, 2013, extrak¢ni techniky)
Pfi extrakcich se minimalizovalo mnozstvi pouzivani organickych rozpoustédel.
Pro vyzkumniky pii vyvoji mikroextrakce bylo tcelem ziskat techniku, kterou je mozné
pouzit v terénu (izolace sloucenin), a poté v laboratofi provést analyzu ziskaného extraktu.
(Golias, 2013, extrakéni techniky) Pti provadéni této techniky je tfeba dodrzovat podminky,
abychom dosahli co nejvice piesné vysledky i pii nizké koncentraci vzorku. (Golias, 2013,
extrakéni techniky) Mezi mikroextrakéni technologie patfi mikroextrakce na tuhé fazi

(SPME) a kapalné fazi (LPME). (Golias, 2013, Extrakcni techniky)

4.1 Mikroextrakce na pevné fazi

Na zacatku 90. let byla metodu SPME navrhla Janusze Pawliszyna a jeho pracovniky
na Univerzit¢ ve Waterloo. (Golias, 2013, extrak¢ni techniky) Pfed 20 lety byly pouzity
pro piipravu vzorku rizné analytické techniky. Mezi techniky patii napiiklad kapilarni
plynova chromatografie. (Moein et al., 2014, s. 1)

SPME (Solid Phase Microextraction), extrakce je zaloZena na rozdéleni analytu mezi
organickou fazi na taveném kiemenném vlakné a matrici. (Moein et al., 2014, s. 1). SPME je
oznacovan jednoduchy proces, ktery nevyzaduje rozpoustédlo ani slozité aparatury. Metoda je
citlivd a rychla a vykazuje pomérné vysokou piesnost. V této technologii je spojen odbér
vzorku, extrakce, koncentrovani a aplikace vzorku. SPME zavisi na distribu¢ni rovnovaze,
rovnovaha mezi vzorkem a nemisitelnou kapalnou fazi, ktera je nanesena na pevny nosic.
SPME se vyuziva také v sestavé kombinujici principy dutého vldkna pevné fdze a michaci

ty¢inky sorpéni extrakce. (Moein et al., 2014, s. 1-14)
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Obrazek 14 Schéma SPME chranéné
membranou, pouzivano Pawliszyn a Musteata

4.1.1 Vyuziti

Mikroextrakce na pevné fazi je technika, kterd je rozSifena do mnoha oblasti jako je
zivotni prostfedi, pfirodnich produkti, farmacie, biologie a soudniho Iékafstvi,
dale pro analyzu potravin, v bioanalyze a toxikologii. (Atarri et al., 2014, s. 1-2) SPME slouzi
napiiklad pro Upravu vzorku pro stanoveni antiestrogenli v biologickych vzorcich,
klenbuterolu v lidském séru a moci, pro stanoveni sloucenin produkovanych rakovinnymi
buiikami bakteriemi. (Golias, 2013, Extrakéni techniky)

SPME je mozné vyuzit pfimym ponotfenim vldkna do vzorku nebo zavedeni vldkna ve
vzorku headspace k extrakci tékavych latek, které jsou rozdéleny mezi plynnou a kapalnou

fazi.
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Obrazek 15 Schématické znazornéni HS- SPME
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Obriazek 16 SPME stiikacky- slozeni

Headspace mikroextrakce na pevné fazi (HM- SPME) je v systému zapojen nad
vzorkem plynna faze. Sorpce latek s funkénimi skupinami (-COOH, -NH2, -OH) ovliviiuje
zména pH. (Goliés, 2013, Extrakéni techniky)

4.1.2 Faktory ovlivitujici SPME

Mnoho faktor ovlivituje konstantni rovnovahu, mezi né¢ patii naptiklad pH, teplota.
Ve vyssich teplotach dochdzi k rychlejSimu ustaveni rovnovazného stavu. Dale mikroextrakci
na tuhou f4zi ovliviiuje iontova sila, roste s rostouci polaritou sloucenin. (Golids, 2014,
Extrak¢ni techniky) V pritomnosti soli se extrakcni vytézek zvysuje, ale pouze do urcitého
maxima, pak se kazdym dalsim pridavkem vytézek snizuje. Pokud by koncentrace soli byla
vetsi, dochazelo by ke zkracovani Zivotnosti vidken. Pri vybéru sorpcniho viakna je diilezité
dbat, aby polarita vlakna byla blizka polarité extrahovanych sloucenin. Extrakce je ovlivnéna
teplotou, pri vyssich teplotach dochazi k zvyseni koncentrace tékavéjsich slozek v plynné fazi,

zdaroven se zvysuje riziko tepelné desorpce. (Golias, 2013, extrakcni techniky)

4.1.3 SPME vldkna
V dnesni dobé je komercné k dispozici né€kolik typi SPME vldken. Nedostatkem
nékterych vldken je nespravné chemické spojeni se stacionarni fazi a tloustka béznych vldken
je relativné silnd. B&zné€ pouzivana polymerni vladkna jsou drahd a maji omezenou Zivotnost,
proto byly vyvinuty nové techniky, které nahrazuji konven¢ni vlakna SPME. (Omanovic et al,
2014, s. 6629- 6634) Kiemenné vlakno je lokalizovano uvnitt kovové jehly. Jehla slouzi

k mechanické ochrané pied poskozenim vlakna a dalsi funkce je propichnuti septa v zatce
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vialky, ve které se nachazi matrice. V1dkno je pokryto polymerem. (Golias, 2013, Vzorkovani
metodou SPME)

Zivotnost vlakna je pomémé slozité definovat. Zivotnost, dostupnost a cena vlaken
jsou problémy, které lze snadno piekonat pomoci chemické technologie sol-gel,
ktera jednoduchym zplsobem syntetizuje nové materidly a soustiedi se na vrchni vrstvu
vlaken. Metoda se pouziva pro ptipravu SPME vldken. V posledni dobé se studie zabyvaji
vlakny pro SMPE a vyuzitim pfedkoncentrovani biologickych nebo kontaminovanych vzorkt
z zivotniho prosttedi. Pii navrhovani vladken je dilezité se zaméfit na parametry a vlastnosti
vlaken (stabilita, tloustka, polarita, povrch nebo schopnost absorpce). Vysokomodulové (HM)
vlakno obaluje kapilarky. (Omanovic et al., 2014, 6629-6635) Efektivnost obalové hustoty
pro u¢innou extrakci se pohybuje mezi 26% a 52% s hustotou v praméru 11,5 um. (Monein et

al., 2014, s. 2)
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Obrazek 17 SPME vldkna

t
|

414 Sol-gel

Sol-gel metoda patii mezi povrchové rozvijejici metody, poskytuje synteticky postup
jak pro anorganické, tak 1 organicko-anorganické hybridni materidly. Pro zvySeni citlivosti
a senzitivity mohou byt syntetizovany rGzné materidly. Tento proces sol-gel probiha
vV mimotfadn€ mirnych podminkéch, takZze produkuje vyrobky rtizné velkosti, tvarti a forem.
(Atarri, 2014, s. 2) Sol-gel poskytuje vysokou tepelnou stabilitu polymernich struktur a je
mozné kontrolovat tloustku povrchu. (Monein et al., 2014, s. 2- 4)

V dne$ni dobé je véda zaméfena na vytvareni kombinaci uhlikovych nanotrubic
(CNTSs) se sol-gel technologii. CNTs se jedna o alotropii grafitového uhliku. Nanotrubice
se vyznacuji velkym povrchem, schopnosti vytvofit n- m vazby a vybornou mechanickou,

tepelnou i chemickou stabilitou. Piiprava sol-gel vlaken se sklada z nékolika krokt. Jeden
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z krokd je prediprava roztaveného kiemenného povrchu, dale ptiprava sol- gel roztoku
a dalsi.

Pro charakterizaci adsorpcnich sil nanocastic se vyuziva mikroextrakce s pevnou fazi
a plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii. Vysledky, produkty, nanotechnologie
vyvolavaji obavy o nezadoucich ucincich na zdravi ¢loveéka a zivotni prostiedi. Toto téma je
predmétem mnoha diskuzi. Pro urCeni interakce nanocastic s biologickymi systémy jsou
dalezité povrchové vlastnosti nanocastic. Pouze nékteré vlastnosti 1ze zméfit a jsou omezeny
na specificky povrch a povrchové slozeni. Predeslé vlastnosti se velmi zfidka vazi
k charakterizaci interakce biologického materialu. Vyuziva se index povrchu biologického
materidlu (BSAI), ktery byl vyvinut za ucelem identifikovat a kvantifikovat vzajemné
pasobeni sil, které ovliviiuji vlastnosti absorpce biomolekul (peptidy, proteiny)
na nanocastice. (Omanovic et al., 2014, s. 6629-6635)

Obrazek 19 Piechod sol-gel

4.1.5 Automatizace SPME
Automatizovanou verzi SPME je technika in-tube SPE. Novinka SPME je zaloZena,
na mikroextrakci, pfi které se nachdzi pevna faze v kapilafe. Principem této techniky je,
ze kapalny vzorek je pfimo extrahovan uvniti kapilary na stacionarni fazi, a poté je analytem
mobilni  fazi  desorbovan. Po  dosazeni  rovnovdhy se  vldkno  zatdhne
a cela jehla se vytdhne ze vzorkové matrice. Ke stacionarni fazi uvnitt kapilary maji analyty
mnohem niz§i afinitu nez k rozpoustédlu, k nému je afinita vétsi. In-tube SPME je online

spojena s LC pro automatickou analyzu méné stabilnich slou¢enin nebo s GC. (Cechova,
2012, s. 24-25)

36



4.2 Mikroextrakce kapalnou fazi

Dalsi vyhodnou technikou, kterd minimalizuje mnozstvi potfebného organického
rozpoustédla (akceptorové faze) je mikroextrakce kapalnou fazi. Mikroextrakce kapalnou fazi
se vyuziva napriklad pro analyzu nikotinu ve slindach, amfetaminu, diuretik v moci nebo
progesteron v lidském séru a dalsi.

Na pocatku byla pouzita extrakéni faze kapka n-oktanu, kterd je zavésena na teflonové
ty¢ince a ponoiena do vodného roztoku (donorové faze). Teflonova ty¢inka je z roztoku
vyjmuta a mikrostiikackou je nadavkovana do plynového chromatografu organicka faze.
Technicky byla SDME (mikroexktrakce jednou kapkou) pfili§ slozitd, proto byla
zjednodusena, trubicka se nahradila hrotem mikrostiikacky, rozpoustédlem o malém objemu
1- 5 ml jsou kapky zavéSeny na hrotu mikrosttikacky. Slouceniny, které jsou stanoveny, jsou
extrahovany do kapky po urcitou dobu a za dané teploty. Extrakt, ktery se ziskd, je
analyzovan vhodnou analytickou metodou. Pfi SDME nedochazi k pfenosu analyti do dalSich
naslednych analyz (carryover), protoze se pouziva ke kazdé extrakci nova faze. SDME je
vhodna pouze pro kombinaci vodnych vzorki (vyssi polarity) a nemisitelného extrakéniho
organického rozpoustédla. Pokud bychom chtéli pouzit kapalnou mikroextrakci k t€kavéjsim
slou¢enindm, museli bychom vyuzit headspace uspotfadani, protoze béhem extrakéniho
procesu muze dochazet béhem procesu k odparfovani rozpoustédla. Headspace a piimé
usporddani ma dobrou reprodukovatelnost, neni potteba desorpéniho zatizeni, protoze je cely
extrakt analyzovan. Jinou variantou miize byt dynamickd mikroextrakce (extrakce probiha

na hrotu i uvniti mikrostiikacky). (Golias, 2013, Extrakéni techniky)

4.2.1 Princip techniky
Extrak¢ni fazi tvoii organické rozpoustédlo, které vytvaii na wvnitinich sténéach
mikrostiikacky tenky film, néasleduje nataZeni vzorku. Po dosaZeni rovnovazného vztahu je
vzorek vytlaCen z mikrostiikacky a analyt pfeveden do celého objemu rozpoustédla.
Pii dynamickém uspofadani, manudlnim provedeni ma zhorSenou reprodukovatelnost,
protoze na sténach uvnitf mikrostiikacky se tvoii nepravidelny film, tento problém je zcasti
vyfeSen automatizaci celého procesu. Mezi nejdulezitéjsi faktory, které ovliviiuji

mikroextrakci na jednu kapku, patii vhodna volba extrakéniho rozpoustédla. Rozpoustédlo

musi byt nemisitelné s vodnym vzorkem, pii headspace aplikaci musi mit nizkou t€kavost.
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(Golias, 2013, Extrakéni techniky) Dulezité je porovnat Gc€innosti extrakce, jaké mnozstvi
organické faze se ztrati pfi ¢aste¢ném rozpusténi ¢i odpareni nebo toxicita a Cistota.

V plynném prostoru, kde dochazi k odpatrovani, nebo vlivem z ¢asti rozpusténi vzorku
neni kapka rozpoustédla konstantni. Pfi vétSim objemu kapky je zhorSena manipulace. Pokud
je extrakéni teplota vyssi, dochazi k odpatovani kapky pomérné rychle, ale v plynném vzorku
se zakoncentruji t¢kavejsi analyty. Existuji modifikace jako disperzni mikroextrakce kapalina-
kapalina(Dispersive Liquid— Liquid Microextraction) DLLME.(Golias, 2013, Extrakéni
techniky)

422 Modifikace DLLME

DLLME se pouziva ke stanoveni organickych sloucenin ve vod¢. Jedna se o metodu,
ktera je zalozena na trojitém systému rozpoustédel. DLLME patii mezi jednoduché, rychlé
metody s vysokou vytéznosti a nizkymi naklady. Princip metody je zalozen na prudkém
vstiiknuti smési extrakéniho a dispergujiciho rozpoustédla (napt. tetrachlorethylen- aceton)
do vodného vzorku, ktery je umistén ve vzorkovaci nadobce kuzelovitého tvaru. Dochazi
Kk tvorbé jemnych kapicek extrak¢éniho rozpoustédla, které jsou v roztoku vzorku rozptyleny.
Plocha fazového rozhrani mezi vzorkem a rozpoustédlem pfi interakci analytl s extrakénim
¢inidlem je extrémné velkd diky jemnym kapickam, které vznikaji. Smés je po extrakci
odstfedéna a dochazi na dné vzorkovaci nadobky k sedimentaci. Slouceniny v extrakéni fazi,
které sledujeme, jsou déle analyzovany instrumentélni technikou. (Golias, 2013, Extrakéni

techniky)
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Obrazek 20 Princip DLLME asedlina

A- Rychlé vstitknuti smési dimethylsulfoxid a chlorbenzen, B- Ultrazvuk 20 min,

Centrifugace 20 Min, C- Oddéleni sedimentu, D- Vysuseni slabym proudem dusiku
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4.2.3 HF-LPME

Dalsi modifikovanou mikroextrakci vyuziva duté vlakno, které je naplnéno vhodnou
sorpéni  vrstvou (Hollow-Fiber Liquid- PhaseMicroextraction). HF- LPME je vhodna
pro kapilarni elektroforézu, ale i1 modifikovand pro chromatografické metody. Béhem
extrak¢niho procesu extrak¢ni kapalina nepronika do vzorku, tedy je mechanicky chranéna.
Pro extrakci vzorku se zvoli takové pH, aby dochdzelo k co nejvétSimu potlaceni ionizace
extrahovanych latek, tim dochazi ke snizeni rozpustnosti ve vodé¢. Sledované slouceniny
jsou z donorové faze (vzorku) extrahovany do organické faze, ktera je s vodou nemisitelna
a imobilizovand v porech dutého vldkna. Sledované slouceniny jsou nasledné extrahovany
do rozpoustédla akceptorové faze (uvniti dutého vlakna). (Golias, 2013, Extrakéni techniky),

(Cechova, 2012, s. 26-27), (Plizek, 2015, s. 64-66)
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Obrazek 21 Schéma usporadani HF-LPME
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5 Extrakce na kapalné fazi

LLE patii mezi klasickou separaci z kapaliny do kapaliny, v soucasné dob¢ je
vyuzivana velmi zfidka z diivodu nérocnosti a velkého objemu organickych rozpoustédel,
alei presto metoda poskytuje pomérné piesné vysledky. Soucasné vznika toxicky odpad,
ktery zatézuje zivotni prostfedi. Vyznacuje se nizkou selektivitou a citlivosti. Miize se pouzit
K odstranéni necistot z rozpoustédla (nejcastéji vodny roztok), druhé rozpoustédlo je
nemisitelné s vodou (organické). Typicka rozpoustédla pro LLE jsou napiiklad alifatické
uhlovodiky, ethery, estery nebo chloroform. Vytvéaii dvé ohrani¢ené vrstvy, miseni
vody naptiklad s etherem, chloroformem nebo benzenem. Poté co je ustavena rovnovaha,
pomér koncentrace rozpusténé latky je nalezen jako konstantni, coz je vyjadieno Nernstovym
distribu¢nim zdkonem. Nernstiiv distribu¢ni zakon plati tehdy, kdyzZ je sloucenina rozdélena
mezi dv€ nemisitelnd rozpoustédla zplsobem, ze pomér koncentraci je v obou fazich
konstantni. Aby byla extrakce uspé$na, musi byt pfitomny vhodné podminky- pH, teplota,
dale zavisi na poméru fazi a typu rozpoustédel. LLE se nahrazuje SPE pro kapalné vzorky.
Vyhodou této metody je snizovani spotieby organickych rozpoustédel, tudiz cas analyzy je
krat$i a je mozné ji automatizovat. Casté vyuziti ma tato technika zejména k pieisténi
a zkoncentrovani chemickych slouc¢enin pro jejich néaslednou purifikaci. (Plisek, 2015, s. 55),

(Cechova, 2012, s. 21- 24, 28- 30)

Nernstova rovnice

. RT  [X*]
Ex = EX+/X +Tl—Fln [X]

Ex Elektrochemicky potencial iontu X (V)
E°*  Standardni redoxni potencial paru X*/ X
R Univerzalni plynova konstanta [8,314 472 J/mo-K]
T Teplota v Kelvinech (K)
Pocet vyménénych elektront
F Faradayova konstanta [96 485 C/mol]
In Pfirozeny logaritmus
[X*] Koncentrace oxidovanych iontd

[X] Koncentrace pevné faze
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Obrazek 22 Provedeni LLE v dé€lici nalevce
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6 HPLC sorbenty

Vhodna ptiprava vzorku jde ruku v ruce s vhodné zvolenym sorbentem pro separaci
daného testovaného analytu. Protoze nejcastéjSi separacni technikou pro analyzu
nizkomelukularnich latek (1é¢iva, biologicky aktivni latky jako napiiklad vitaminy, hormony)
je HPLC, zminim se okrajové v této kapitole i o modernich trendech v oblasti
chromatografickych sorbentti. Soucasné trendy pii vyvoji HPLC sorbentll se zamétuji
na porézni a neporézni sorbenty. U sorbentii musi byt dosazena vysoka separacni Gc¢innost,
ktera je spojena s morfologii poréznich cCastic, jejichz povrch je vétSinou tvotfen difuznimi
poéry. Po zmenSeni velikosti Castic, ze kterych se sklada sorbent, se zlepsi inter- i intra-
partikularni pfenos hmoty. V porézni ¢astici dochdzi k interakci mobilni a stacionarni faze.
Rozpusténa latka putuje z pohybujici se mobilni faze do stagnacni a nésledné do stacionarni
faze. Ze stacionarni faze je analyt znovu uvolnén a difunduje zpét do pohyblivé faze. Tento
proces se mnohokrate opakuje, a tim dochazi k prostupu analytu skrz kolonu. Cim mensi
pouziti zrn sorbentu, tim je diftzni proces rychlejsi. (Sykora a kol., 2007, 190- 191)

Aby doslo k pfeneseni hmoty ve staciondrni fazi rychleji, je vhodné vyuzit neporézni
sorbenty. Neporézni materialy se skladaji ze silikagelovych nebo polymernich ¢astic. Castice
maji rozméry pifiblizné¢ 2 pm. V tenké vrstvé na povrchu mikrocastic se nachézi nanesena
stacionarni faze, kterd umozinuje velmi rychly prenos hmoty s vysokou ucinnosti i pii déleni
syntetickych polymert, biomakromolekul pii velkych pritocich mobilni faze. OvSem
tyto sorbenty nejsou vhodné k preparativnimu déleni, protoze sorbenty je mozné pomérné
snadno pretizit. Dalsi nevyhodou jsou malé rozméry ¢astic sorbentu, diky tomu se generuje
na kolonach vysoky tlak, vy$si nez na poréznich sorbentech. (Sykora a kol., 2007, 191)

Nepropustna jadra sorbentll byvaji vétsi, ptiblizn¢ 5 um, a jsou podobné neporéznim
sorbentiim, jednd se o povrchové porézni sorbenty. Jejich Ui€¢innost mize dosahovat i lepSich
vysledkl nez na poréznich materidlech. Tlaky na kolonach, které se naplni timto materidlem,
jsou nizs§i, naopak vEtsi jsou mozné sorpcni kapacity nez na kolondch s neporéznim

materidlem. (Sykora a kol., 2007, 191)
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7 Monolitické kolony

Monolitické kolony se pouzivaji zejména v oblasti HPLC. Monolity patii
mezi zvlastni separaéni médium. Monolitické kolony se pfipravuji polymerovanim vhodnych
monomernich jednotek do bloku porézniho polymeru, ktery vyplni vnitiek separacni kolony,
a plni tak v kolon¢ funkci stacionarni faze. (Sobotnikova a kol., 2010, s. 1230) K pfipravé
kolon se pouzivaji polymery a kopolymery. Mezi monolitickd média patifi makroporézni
monolitické disky. (Sobotnikova, 2010, s. 1229- 1230) Disky jsou vyhodné k rychlé separaci
biomolekul. = Komer¢ni  disky  jsou  pfipravovany  zreaktivnich  monomera
(glycidylmethakrylatu), které nasledné podléhaji chemické modifikaci. (Mayadunne et al.,
2014, s. 565-567)

Monolitické kolony se vyznacuji vysokou propustnosti, ztoho vyplyva vyborny
ptenos hmoty, coz vychazi ztoku ptes pory. Ve srovnani s kolonami s mikrocasticemi,
které maji pomaly difuzni pfenos hmoty v poréznich ¢asticich, se mezi Casticemi nachazi
velky volny prostor. Plocha polymernich monolitickych kolon je nizké pfi pouziti gradientu
smési v HPLC a idedlni pro separaci biopolymerid. Monolitické kolony v HPLC jsou dobie
propustné pii zvySeni rychlosti pritoku a mechanicky stabilni, tedy zajist'uji G¢innou Separaci.
(Mayadunne et al., 2014, s. 565-568)

I pro extrakci na pevné fazi se pouzivaji i monolity, které jsou kovalentnimi vazbami
ukotveny ke sténam kapilary. Organické polymerni monolity jsou pH stabilni, ale maji nizky
povrch, ktery mlZze omezit SPE. Aby nedoSlo k omezeni techniky, nanocastice se ptidaji
do polymeracni smési, a poté jsou silnou bazi odstranény. (Zhang, 2015, 1-3)

Vyuziti monolitickych sorbentli nachazi uplatnéni 1 v analyze a fluorescencni detekci
proteinll, kdy se uplatiiuji monolitické sorbenty v tzv. mikrofluidnich systémech. Ty jsou
pripravovany v mikrokandlcich fotopolymeraci. Vlastnosti monolitl jsou upravovany
zménami jejich sloZzeni a koncentrace, aby byl zlepSen pritok a extrakce. Proteiny jsou
znafeny cCipem v piitomnosti monolit s napétim a inkubace fluorescenéniho barviva.
Nasledné jsou znacené proteiny eluovany za pouziti napéti na rezervodru na mikrozatizeni,
apak jsou detekovany laserem indukovanou fluorescenci. Monolity z oktylmetakrylatu
vykazuji na retenci proteinil. Poté nasleduje automaticka Cipova extrakce a fluorescencni
znaceni proteintl. Tato technika zaznamenava neustaly vyvoj a sméfuje postupné k vyuzivani

bioanalytickych mikrocipt k detekci biomarkerd. (Yang et al., 2015, s. 737-738)
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7.1 Druhy
7.1.1 Monolit oktadecyl

Kolona ODM byla vyrobena z polymera¢ni smési se stejnym slozenim jako kolony
kapilarni elektrochromatografie. V CEC mobilni fadze diky elektroosmotickému toku mtize
proudit v tzkych kapilarach, coz znamena, ze rozpusténa latka prochazi skrz kolonu s mensi
hmotnosti nez u HPLC. Pti HPLC mobilni faze se pozastavuje v uzkych kolonach a vyvolava
odpor prichodu mobilni faze. Poté byla snaha vytvofit kolony, které by byly dostacujici
pro funkci HPLC. Stejné slozeni rozpoustédel pro monolity CEC ani HPLC neni vhodné
(Mayadunne et al., 2014, s. 565-571)

V ramci vyvoje ODM kolon byl pomér rozpoustédel upraven nejprve takto: slozeni
bylo snizeno na 53,58 hmotnostnich procent cyklohexanolu a 21,8 hm% ethylenglykolu se
zachovanim procent vody. Nové oznacené kolony ODM-1 se v separacnich vlastnostech
(protein, alkylbenzen) nijak vyrazné€ nelisi od ODM. Dal§im vyvojem doSlo opét ke sniZeni
koncentrace cyklohexanolu 52,4 hm% a naopak zvySeni koncentrace ethylenglykolu na 22,9
hm%. Pti vyhodnoceni separace proteind s takto piipravenou kolonou ODM-2 se ukazalo,
ze piky analyti jsou uz$i nez u piedchazejicich kolon, ale tato kolona neni vhodna
pro separaci alkylbenzeni. V porovnani s ODM-1, ODM-2 vykazuje vys$i reten¢ni faktor
pro alkylbenzeny. Ctvrty model kolon ODM-3 byl pfipraven snizenim hexanolu na 51,5 hm%
a opét zvySenim obsahu ethylenglykolu na 23,8 hm%, ostatni slozky v polymeracni smési
zustaly bez jakéhokoliv zasahu. Kolona ODM-3 se ukazala jako idealni pro separaci
alkylbenzent (vyhovujici tvar pikti), pokles separacni kvality byl ale viditelny u proteind.
Dal$im snizovanim obsahu jak cyklohexanolu, tak zvySenim etylenglykolu v polymeracni
smési, dochazelo ke snizovani separace alkylbenzendi a proteinii a pdrovitost se zvysila.
Zmény v obsahu slozeni mohou zpisobit zmény v morfologii ODM kolon. ODM-2 jsou
nejvhodnéjsi pro separaci proteint, proto k nim byly postupné zaclenény uhlikové
nanotrubice za ucelem obménéni retencnich vlastnosti monolitu. AvSak pfidané mnoZstvi
musi byt pfiméfené, jinak by doslo ke snizeni propustnosti a ucpani port. Optimalnim se zda
byt vloZeni 12,5 mg nanotrubic v ramci jednoho monolitu. (Mayadunne et al., 2014, s. 570-
573)
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7.1.2 Ptiprava polymerni monolitické kolony

Pro ptipravu stabilnich makroporéznich polymernich monolitickych kolon je nutné
naplnit trubici smési monomerti, radikdlového inicidtoru a monomerd. Poté je trubice
uzaviena a utésnéna a nasledné¢ je provedena polymerace pii teploté, kterd je neustile
kontrolovana. Na zavér, kdy koncova tésnéni jsou vymeénéna za standardni koncovky
pro HPLC, je kolona K separaénimu systému pfipojena. Latky, které nezreaguji, jsou
vhodnym rozpoustédlem vymyty. Klasické HPLC kolony jsou nerezové, ale polymerace
probihajici v kolon¢ jsou typické pro kapilarni kolony. S témito kolonami se pracuje
ve spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii. (Sykora a kol., 2007, s.
197-198). Polymeraci styrenu nebo divinylbenzenu dochazi k vytvoieni stacionarni faze, ktera

je vyuzita pro RP- HPLC proteint a peptidd. (Sobotnikova a kol., 2010, s. 1226-1231)
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Obrazek 24 Ptiprava polymernich monolytickych kolon

7.1.3 Tubuléarni kolony
Mezi monolitické kolony patii také tubularni kolony s radialnim tokem. Jedna se
0 kolony, které jsou tvofeny trubici a stény jsou tvofeny monolitem. V radidlnim sméru
prochézi ptes sténu mobilni faze a analyty. Kolony maji objem az kolem 10 litrti. Tubularni
monolitické kolony jsou vyuzity k separaci oligonukleotidi nebo proteini. Tyto kolony
se nepouzivaji pro preparativni separaci. Pfi radikdlové polymeraci v kolon€¢ dochézi
k exotermnimu procesu, pii kterém se uvolni velké mnozstvi tepla. Odvod tepla je velmi

obtizny, proto se vyuziva radialni odtok. (Sykora a kol., 2007, s. 197-198)
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7.1.4 Silikagelové monolity

Monolitické silikagelové kolony nejsou uzivany pro separaci makromolekularnich
latek, ale pro rychlé déleni malych a stfedné velkych molekul. Silikagelové monolity
pfi analytickych rozmérech nemohou byt pfipraveny v koloné€, protoze pii piimé piipravé
dochdzi ke zmenseni objemu. Tudiz se nejdiive pfipravi samotny monolit, poté je vnesen
do kolony ana zavér je bézné zafazena modifikace povrchu. Bézné jsou dostupné kolony
pouze se dvéma priméry. Jedna o priméru 4,6 mm se pouzivd pro separaci a druhd
sprimérem 100 pm je vhodna pro kapilarni chromatografii. Pfiprava kapilarnich
silikagelovych monolitl je reprodukovatelngjsi a snazsi nez kolony u kolon vétSich rozméra.
(Sykora a kol., 2007, s. 197-198)

Silikagelové monolity jsou nestabilni v zasaditém pH, ale mechanicky stabilni.
Vyznacuji se velkym povrchem, avSak modifikace téchto monolitd patii mezi narocné
techniky. (Sykora a kol., 2007, s. 197-198)

Mezi jednoduché a pomérné stabilni hybridni monolity se zahrnuji organické-
silikagelové (sulfo/ vinyl dvoufazovy hybridni silikagelovy monolit). (Zhang et al., 2015,
s. 118) Konvencni CZE vyZaduje, aby byl analyt eluovan z pouZitého koncentratoru pomoci
nékolika nanolitri pufru, aby doslo k minimalnimu zfedéni vzorku a k omezeni rozsiteni piki
analytti. Navzdory vzniku rozsifenym pikd, ma tento typ monoliti lepsi vlastnosti a lze

jej vyuzit pro vyssi elué¢nimi objemy. (Zhang et al., 2015, s. 119)
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8  Aplikace metod

8.1 Laserova desorpce

Laserova desorpce (Lase Desorption- lonization Time of Flight Mass Spectrometry)
S pfitomnosti  substratu s hmotnostni spektrometrii s indukén¢ vazanym plazmatem,
ktera stanovi v submikro litrovych objemech stopové a ultra stopové prvky. Jednd se o
kvantitativni analyzu kovii v kapalnych vzorcich. Analyza kovl je umoznéna po kompletni
desorpci vzorkil o piesné definovaném objemu zpravidla 200 nl, které jsou naneseny na siln¢
absorbujici substrat s pomoci pulsi laserového zaieni (vinova délka 213 nm) s nizkou
hustotou zafivého vykonu laseru (10- 100 MW-cm™2). Aplikace této metody je Usp&sna
pro stanoveni koncentrace méd’natych iontli, ovlivitujici cytotoxicitu disulfiramu viici buitkam
myeloidni leukémie. V kombinaci s MALDI MS se ziskaji informace, nejen o obsahu kovu
ale 1 o hmotnosti proteinu, aniz by doslo k velké spotiebé vzorku. (Jungova a kol., 2010,

S. 465)

8.2 Lab-on-chip

Oblast nanotechnologie se neustdle vyviji. Mezi pokroky se ftadi vyvoj
miniaturizovanych zafizeni, které se nazyvaji Lab- on- a- chip. Technologie Lab- on- a- chip
se zabyva laboratornimi experimenty, které jsou provadény v nanomeéftitku. Na Cip o velikosti
nékolika milimetrd az po nékolik ¢tverecnych centimetrii se spojuje nékolik laboratornich
funkci. Pomoci €ipu pfi screeningu a pii automatizaci se dosdhne vysokého vysledku. Jelikoz
se experimenty provadi ve velmi malém métitku, vyuzivaji se malé objemy tekutin,
tudiz dochazi ke snizeni nékladl, reagencii a doba odezvy. Technologie umoziuje lepsi
kontrolu nad koncentracemi vzorki, tim se snizi mnozstvi chemického odpadu. V technologii
Lab- on- a- chip nalézame fyzikalni i chemické nevyhody, naptiklad drsny povrch, kapilarni
silya chemické interakce mezi materidly. Vyzkum se zaméfuje na oblast diagnostik, jak Lab-
on- a- chip zakomponovat do diagnostickych pfistroji v lékarskych ordinacich
nebo v pracovistich, kde pfistup k laboratornim zafizenim je limitovany nebo vibec zadny.
V mediciné a biologické véd¢ bylo jiz prozkouméano nékolik aplikaci, v€etné sekvenovani
DNA a RNA i pouziti v studiich krystalickych bilkovin. Déale byla studovdna syntéza
radioaktivné znacenych sloucenin napiiklad v pozitronové emisni tomografii. Bylo vyvinuto
nov¢ zafizeni, které je zalozeno na technologii Lab- on- a- chip, které v budoucnu snizi

naklady na laboratorni testy na onemocnéni HIV nebo syfilis. Pro béZné biochemické Lab-
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on- a- chip testy je nutné¢ pouze malé mnozstvi vzorku, oproti béZznym testiim, ve kterych je
potieba velké mnozstvi vzorku (krve) a velké néklady jsou také na potfebna chemicka cinidla.
Jednd se o automatizované testy, které¢ poskytuji ptesné a citlivé vysledky. Cilem dalSich
vyzkumt je dosahnout schopnosti pouzit pfi komplexnich biochemickych analyzach pouze 10
% objemt vzorkll pifi béznych testech. Dal$i moZznosti pro vyzkum je se zaméfit na
onemocnéni centradlniho nervového systému, Parkinsonova choroba. DneSni vyzkumnici jsou
omezeni na maly objem mozkomiSniho moku, ktery extrahuji k tradi€énim testlim.

(Cheriyedath, 2016)

Obrazek 25 Lab- on- chip
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9 Diagnostika- biomarkery

Biomarkery maji velky vyznam pfi monitorovani, diagnostice, 1é¢eni chorob, hlavné
u rakovin, nebo u komplikaci v t€hotenstvi. Dalsi metodou k detekci biomarkert je ELISA.
Na podobném principu jsou zalozeny analyzy v multijamkovych destickach. Vyhodou
metody je nizka cenova dostupnost, rychlost analyzy, mala spotteba objemu analyti. (Yang et
al., 2015, s. 1-3)

V dnesni dobé se laboratofe snazi vyuzit vstiikovani vzorkii o velkych objemech,
které¢ se hromadi, pfiCemz se stidle dosahuje vysoké kapacity. Ukladani vzorku probiha
pfi nizké koncentraci iontového roztoku (kyselina mravenc¢i s obsahem acetonitrilu) a vysoce
separacni iontové sily (1 M kyseliny octové). Touto technikou je mozné identifikovat velké
mnozstvi peptidl a proteind. (Zhang et al, 2015, s. 4572-4575)

Pfi prvnich pfiznacich onemocnéni je dulezitd vcasna diagnostika onemocnéni
a nasledné zahajeni terapie a minimalni poskozeni organismu pacienta. Pfi diagnostice méfeni
latek, typickych pro dané procesy, biomarkery, nejcastéji se provadi zkrve, moce
a mozkomisniho moku. (Simkova a kol., 2010, s. 468)

Pfi plicnim onemocnéni se vyuziva analyza kondenzatu vydechovaného vzduchu.
Jeho slozeni je v souladu s d¢ji, které probihaji v plicich a dychacich cestach. Odbér KVV
je pro pacienta nezatézujici a neinvazivni. Naopak diive pouzivajici metody jsou casto
invazivni (bronchidlni biopsie) nebo semiinvazivni. Tyto metody jsou Casto pro pacienta
nepiijemné a zatéZujici. Pro seniory a déti mize vySetfeni vyvolat aZ stresovou zaleZitost.
Princip analyzy je zaloZzen na kvantifikaci latek, které jsou charakteristické pro urcité
onemocnéni, pii némz je koncentrace v dusledku patologickych procesti v dychacich cestach
aplicich zvySend. K diagnostice se vyuziva také molekularni sonda, kterd je zaloZena
na principu navazané monoklonalni protilatky proti cysteinylovanym leukotrienim
na magnetické nanocastici. Lidé, kteti jsou postizeni onemocnénim Asthma bronchiale, maji
vyrazn¢ zvySené hodnoty cysteinylovanych leukotrient, které vznikaji v téle z kyseliny
arachidonové enzymatickymi pochody. Separace z komplexni biologické matrice, tim
se mysli naptiklad KVV, moc¢, krevni plazma, a zékladni mysSlenkou je vytvoteni specifického
komplexu antigen- protilatka na povrchu magnetické nanocastice pomoci magnetického pole.
Vyuziva se krychlé diagnostice a monitorovani pribéhu bronchidlniho zachvatu

nebo i pro sledovani nasledné farmakoterapie. Metoda je charakterizovana jako vysoko
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citlivostni s nizkou chybou stanoveni a molekularni sondu je mozné vicenasobné¢ pouzit.
(Simkova a kol., 2010, s. 468)

Ze vzorki moce pacientl s karcinomem prostaty lze ziskat aminokyselinové profily
diky amfolitickym vlastnostem aminokyselin, stanovujeme pomoci iontové vymeénné
chromatografii s detekci ve viditelném spektru. Separace probiha na zakladé odlisného naboje
mezi stacionarni fazi a aminokyselinami (rozdilné izoelektrické body). Analyza je zaloZena
na tvorb¢ komplexti aminokyselin s ninhydrinem, poté dochazi ke zkraceni analyzy
pro klinicky zajimavé molekuly, sarkosin (N-methylglycin) ¢&i taurin  (kyselina- 2-
aminoethansulfonova), které se pouzivaji jako potenciondlni nadorové markery. Sulfonova
kyselina je souc¢ast zivocisnych tkani, soucasti fyziologickych procest, napiiklad antioxidaéni
ochrana organismu nebo stabilizace bunénych membran. Aminokyseliny jsou dilezité
biomolekuly, které mohou indikovat rozmanité patologické stavy (oxidativni stres, zhoubné
nadory).(Cernei a kol., 2014, s. 196- 201) Vyznam md predevsim stanoveni sarkosinu
a taurinu v moci pro véasné odhaleni mozného rozvoje malignich novotvarii prostaty. (Cernei
a kol., 2014, s. 197) Taurin v mo¢i je nalezen u zanétlivych onemocnéni stfev, chronickych
onemocnéni ledvin. Pro kvantitativni analyzu sarkosinu neni potfeba hydrolyzy, protoze neni
obsazen v proteinech. Jako iontoméni¢ se vyuziva katex. Separaci aminokyselin je mozné
provést i na reverznich fazovych kolonach, je v8ak nutné provést pied kolonovou derivatizaci
separovanych analyti. Dal$i moznosti, jak separovat aminokyseliny, je na hydrofobné
interak¢nich kolonach. Mezi vyhody iontové- vyménné kapalinové chromatografie s Vis
detekci patii citlivost, presnost a také Siroké spektrum detekovanych latek v riznych
matricich- krev, mo¢. Neinvazivni analyza sarkosinu v moci, ktera se vyuziva pro prebiotické
provéfeni u pacientll s podezienim na pfitomnost karcinomu prostaty. Metoda slouZzi jako
screeningova.

Prostaticky specificky antigen (PSA) je stanovovan v moc¢i enzymometrickou metodou

(IEMA). (Cernei a kol., 2014, s. 197)

Kapilarni zonova elektroforéza spojena s hmotnostni spektrometrii poskytuje rychlou
a vysoce rozliSenou separaci. (Zhang et al.,, 2015, s. 118) U CZE je nalezen S$patny
koncentracni detek¢ni limit, jedna se o vysledek z divodu malého objemu injekce, ktery je
potiebny k uchovani funkénosti. Pii vstiikovani jsou obvyklé objemy v nanolitrech. Ke
zvétseni objemu injekce, aniz by doslo k ovlivnéni separacni funkce, se vyuziva nékolik on-
line vzorkti prekoncentracni techniky, techniky maji zalozeny princip na chromatografii

nebo na elektroforéze. Chromatografické techniky generuji stacionarni fazi na vstupu kapilary
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(Zhang et al., 2015, s. 117-119). Extrakci na pevné fazi jsou adsorbovany analyty z velkého
objemu roztoku vzorku a nésledné v podstatné menSim objemu rozpoustédla jsou analyty

eluovany. (Zhang et al., 2015, s. 117-118)

Pti pouziti silného latexového systému SPE, kde jsou vzorky ulozeny v kyselém pufru
a vymyvany pomoci zakladnich pufrd. V kyselém pufru jsou analyzovany vzorky kapildrni
zonovou elektroforézou. V piipad¢ peptidl, které maji zaporny naboj, putuji ke kladné
nabitym elektrodam. Po neutralizaci elu¢niho pufru dojde k nabiti analytu kladnym nabojem

Vv separa¢nim pufru kyselého charakteru. (Zhang et al., 2015, s. 4572-4577)
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10 ZAVER

V dnesni dobé je mozné dle vlastnosti vzorku zvolit metodu z velké nabidky metod,
které zajistuji analyzu v Sirokém spektru vzorkli. Moderni doba ndm umoznuje zjednoduseni
nekterych analyz a nékteré metody jsou jiz zautomatizovany, ale i piesto jsou velice rychlé a
piesné.

Nékteré metody jsou narocné na technické vybaveni, které je Casto spojovano s
energetickymi a ekologickymi problémy.

Analyzy materiali nachéazeji se vzorkem uplatnéni nejen v oborech jako je
zdravotnictvi, ale vyskytuji se také v zeméd€lstvi nebo potravinaistvi.

I pfes vSechny dnesni pokroky, budoucnost pfinese nové metody, diky kterym budeme

ziskavat kvalitnéjsi vysledky, které pfisp&ji v mnoha oblastech k rozvoji védy a techniky.
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