Oponentsky posudek disertaéni prace
Ing. Magdy Stanikové

Monolitické kapildrni kolony pro analytické separace

Diserta¢ni prace Ing. Magdy Stafikové piedstavuje obsaznou systematickou studii vlivu
struktury a proporci vychozich monomerd, polymeracni teploty a polymerac¢niho Casu na
chromatografické charakteristiky polymethakrylatovych monolitickych kolon. O rozsahu
prace svéd¢i zahrnuti celkem 9 situjicich monomert riznych strukturnich typi, doplnénych
budto laurylmethakrylatem jako funkénim monomerem pro chromatografii s reverznimi
fazemi nebo strukturou se sulfobetainovym zwitteriontem jako funk&énim monomerem pro
chromatografii hydrofilnich interakci. Ocenil jsem rovnéZz vyuZiti chromatografie sterické
vyluky p¥i charakterizaci distribuce velikosti porti ve vSech piipravenych kolonach. Studie
chromatografickych vlastnosti jsou vhodn& doplnény popisem fady aplikaci ptipravenych
kolon, soustfedénych piedeviim na separace nizkomolekularnich latek s vyznamem pro lidské
zdravi.

PredloZena disertadni prace byla zpracovana v celkovém rozsahu 193 stran, z ¢ehoZ 118 stran
pfipada na vlastni text prace, 5 stran na bibliografii autorky a 70 stran na 6 piiloZenych
publikaci. Clenéni textu prace je uéelné a disledné vychazi z povahy podavanych informaci.
V kapitole 1 autorka podava piehled literatury k tématu separaci malych molekul pomoci
monolitickych stacionarnich fazi; z této Easti je dobfe patrné silné zazemi pracovisté v oblasti
dvourozmérnych separaci a vysoce zesiténych stacionarnich fazi. Kapitola 2 podava piehled
pouzitého piistrojového a materidlového vybaveni a postupti pfipravy a charakterizace
monolitickych kolon. V kapitole 3 autorka diskutuje vliv situjiciho monomeru na u¢innost
kolon vhodnych pro systémy s reverznimi fazemi a kapitola 4 podava obdobny piehled u
kolon vhodnych pro chromatografii hydrofilnich interakci. Po relativné strucné kapitole 5 o
vazbé mezi délkou kolony a uginnosti kolon pro chromatografii hydrofilnich interakei
nasleduje pomérné obsahld kapitola 6 s popisem 10 okruht aplikaci pfipravenych kolon.

Po formalni strance je prace zpracovana peclivé, i kdyZ na fadé mist se vyskytuji drobné
nepiesnosti a pieklepy, znichZ patrné nejplivabngjsi je ,nejhodng&jsi kolona* misto
,,nejvhodn&jsi kolona“ (3. fadek na str. 19).

Dale uvadim nékolik poznamek k diserta¢ni praci a z nich plynoucich otazek k autorce:

V ¢asti 2.1 o pouzitych materidlech a chemikéliich autorka neuvadi vnitfni primér
kfemennych kapilar pouZitych k pfipravé kolon. Z tidajd v tabulkach ¢. 1 a 3 lze odvodit, ze
vnitini primér kolon byl 0.320 mm, coZ se potvrzuje aZz v dalSich Sastech textu. Z popisu
v &asti 2.1 rovnéZ neni zcela jasné, zda byl na vstupu kolony pouzit d€li¢ toku (splitter), a
pokud ano, s jakym délicim pomérem?

Na obr. 3 (str. 38) je misto vanilinu zfejmé nedopatienim kyselina vanilova (struktura ¢. 33 —
molekula vanilinu obsahuje aldehydickou, nikoli karboxylovou skupinu).

Hodnoty permeabilit kolon s laurylmethakrylatem jako funkénim monomerem se pohybuji
v relativné uzkém rozpéti (1.2x1074-1.8x10™"* m?, Tab. 1, str. 46), zatimco relativni rozpéti



permeabilit u kolon s funkénim monomerem MEDSA pro HILIC je mnohem Sirsi (0.7x10714—
5.6x107* m?, Tab. 3, str. 56). M4 autorka pro tento rozdil n&jaké vysvétleni?

V diskusi G¢innosti pfipravenych kolon (odst. 3.2 a 4.2) autorka implicitné predpoklada, Ze
vesSker¢ rozdily v naméfenych hodnotach vysky teoretického patra (HETP) mezi jednotlivymi
kolonami jdou na vrub vlivu variaci struktury situjiccho monomeru, tj. Ze vliv
mimokolonového rozptylu na vysledné hodnoty HETP je zanedbatelny. Z popisu v odstavcich
32 a 42 neni jasné, zda uz i na tam uvedené vysledky byla uplatnéna korekce
experimentalnich hodnot HETP odeétenim mimokolonového ptispévku, jak autorka nasledné
popisuje v kapitole 5 (?).

VyuZila autorka pii kompilaci seznamu literatury nékterého z programd pro spravu a
organizaci odkazii, napf. EndNote? K této otazce mne vede fakt, Ze v citacich ¢. 32, 120 a 121
jsou nespravné uvedena jména nékterych autort.

VySe uvedené pfipominky jsou vSak vesmeés technického razu a nesnizuji vécnou hodnotu
predloZené prace, ktera piedstavuje velmi uzite¢ny souhrn znaéného objemu experimenti
v oblasti piipravy polymethakrylatovych monolitickych kolon, detailniho studia jejich
chromatografickych vlastnosti a testovani fady aplikaci s dirazem na analyty vyznamné pro
lidské zdravi. Zejména kolony s dioxyethylendimethakryldtem a bisfenol A glycerolat
dimethakrylatem jako sit'ujicimi monomery a se sulfobetainovym funkénim monomerem se
v aplikacich ukdzaly jako velmi Siroce pouzitelné.

Zavérem konstatuji, Ze predlozena disertace podle mého nazoru prokazuje autoréinu
zpusobilost k samostatné tviiréi ¢innosti. Doporucuji proto, aby disertaéni prace Ing. Magdy
Stafikové byla piijata k obhajobé.
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Oponentsky posudek na disertacni praci Ing. Magdy Starnkové

Nazev prace: Monolitické kapilarni kolony pro analytické separace

Cilem disertacni prace Ing. Magdy Starikové bylo pfipravit vhodné monolitické kolony s dudinim
separacnim mechanismem pro separace v reverznich a HILIC systémech kapalinové chromatografie.
Podrobné byl studovan vliv pouzitého situjiciho monomeru a dalsich slozek polymerni smési na distribuci
pdrh a separacni ucinnost. K prozkoumani vlastnosti monolitickych kolon v reverznim resp. HILIC
separacnim systému byly pouZity sady sloucenin rliznych struktur a vlastnosti, proméreny zavislosti log
k na obsahu vodné slozky mobilni faze a uréeno pfi jakém slozeni mobilni faze pfechazi systém z HILIC
maddu do RP a naopak a uréeny rozsahy slozeni mobilni faze, kde se uplatiiuje RP a kde HILIC
mechanismus. Byla sledovana téZ opakovatelnost pfipravy monolit(, ktera byla opravdu vynikajici.
Aplikace ukazaly, Ze na pripravenych monolitickych kolondach Ize dosdhnout, diky vysoké separacni
ucinnosti, rychlé separace rady nizkomolekularnich latek. Pro separaci nizkomolekularnich latek a
biopolymert je tieba pouzit jiné monolity. Byly formulovany urcité zevSeobecnujici zavéry vyjadiujici

souvislosti mezi strukturou monolitl, monomeru, a separa¢nimi vliastnostmi.

Pani inZenyrka méla moznost pracovat na vyznamném pracovisti s dlouholetou tradici, kde jsou vsak
nadale uplatfiovany nové, aktualni pfistupy. Neni tedy prekvapujici, Ze vysledky prezentované v

predkladané praci predstavuji piinos pro feseni dané problematiky.

Prace Ing. Startkové méla Siroky zabér. Zahrnovala jak pFipravu monolitickych kolon rliznych vlastnosti,

tak jejich charakterizaci a nasledné i aplikaci. Ing. Starfikova je spoluautorkou Sesti publikaci.

Pozndmky, dotazy, naméty do diskuze:

Nejedna se o slohovou praci, nicméné nékteré ¢asti bylo mozné vyjadrit I1épe.

Na str. 10 se vloudila dvakrat stejna véta.

V praci jsou nedlsledné kontrolované nazvy sloucenin - mnoho chyb a preklept, nejednotné nazvoslovi.
V tabulkach 5 a 6 chybi uvedeni slozeni smési a —f.

Bylo pH opravdu méreno jen s presnosti na jednotky?



lll

Casto se v praci opakuje pojem ,95% pufrovany acetonitril“, napF. str. 83, (a jemu podobné pojmy). Co to
znamena, jak se urcuje pH takového pufru? Podobné zvlastni je tvrzeni ,80% acetonitril s obsahem 10
mM vodné-organického octanu amonného”.

Je spravné fikat reverzni kolona, HILIC kolona? Nejedna se spiSe o reverzni ¢i HILIC separaéni systém?

Dvourozmérné systémy spise nez ,,zvy3uji maximalni u¢innost separace”, zvyuji selektivitu (str. 32). Cim
si vysvétlujete rychlou ztratu ucinnosti monolitické kolony DIEDMA, 530 um (str. 80)?

Na str. 73 a 74 je opacné tvrzeni neZ jaké Ize vycist z obr. 18 a 19. Nejvice zadrzovanou latkou je kyselina
galova,......

Na str. 14 se hovofi o pouziti multivariacni nelinedrni regrese pro hodnoceni faktor( ovliviiujicich tvorbu
pora u organickych polymer(. MUzZete tento pristup blize vysvétlit?

Mohla byste prosim porovnat na zakladé zkusenosti ziskanych pfi praci na disertaci monolitické kolony a
kolony naplnéné povrchové poréznimi Casticemi staciondrni faze? Posoudit prednosti a nevyhody obou.

Pro¢ se nedafi pfipravit Gcinné chiralni monolitické kolony?

Uvedené pfFipominky nikterak nesnizuji kvalitu predkladané prace, ktera je navic podtrzena Sesti
publikacemi v recenzovanych Casopisech s dobrymi impaktnimi faktory. Prace Ing. Magdy Starikové

splfiuje pozadavky kladené na disertacni praci, a proto ji doporucuji k obhajobé a daldimu fizeni.
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Oponentsky posudek

PfedloZena disertani prace ing. Magdy Starnikové nazvana ,Monolitické kapilarni kolony pro
analytické separace“ se tyka pfipravy polymernich monolitickych kolon s pouzitim skupiny
methakrylatovych sitovadel a jejich aplikacemi v separacich malych organickych molekul. Jiz
na tomto misté bych rad zdlraznil, ze tato prace je velmi dobra a bylo mi potéSenim ji ist a
hodnotit. Vzhledem k tomu, Ze valna vétSina vysledk(i byla jiz opublikovana v ¢asopisech
vyznacujich se tvrdym recenznim fizenim, nelze v celé praci nalézt zadné zasadni problémy,
které by sniZzovaly jeji vysokou kvalitu.

Cela prace je rozdélena do Sesti kapitol. Prvni z nich shrnuje literarni poznatky tykajici se
monolitickych stacionarnich fazi pfipravovanych specialné pro separace malych molekul. Tato
problematika je svym zplUsobem souasnym ,zlatym gralem“ monolitickych kolon a
representuje velkou vyzvu, protoZe vétSina pfistupl vedoucich ke kolonam, jez by mély
separovat malé molekuly, v podstaté zkrachovala. Kapitola sice ukazuje pozitivni vyvoj v této
oblasti, le¢ dosavadni vysledky zlistavaji na hony vzdalené ucinostem typickym pro moderni
kolony plnéné napf. sub 2 mikrometrovymi silikovymi &asticemi. Tento fakt vSak také
representuje motivaci pro dalSi vyzkum, ktery je téZ premétem této prace.

V této kapitole autorka na 17 strankach popisuje typy monolitickych stacionarnich fazi.
Domnivam se, ze reference k seminalni praci Hjerténa (J. Chromatogr. 473, 273, 1989), jez
zavedla monolity na bazi akrylamidu, méla byt uvedena. V dalSi ¢asti se pak probiraji vlivy
jednotlivych proménnych polymerizaénich reakci na porézni a separacni vlatnosti. V ¢asti
tykajici se vlivu porogennich rozpoustédel se autorka myly v tom, Ze smés propanol-butandiol-
voda je nejrozSifenéjSim typem porogenni smési. Tato smés byla poprvé pouzita Petersem
(Anal. Chem. 69, 3646, 1997), ale myslim, Ze neni tou nejcastéj$i. Tou je spiSe smés hexanolu
a dodekanolu Ci dekanolu pfevzata z pfipravy makroporéznich €astic (viz J. Chromatogr. A
1217, 902, 2010).

Sekce 1.3.4. obsahuje popis vlivu funkéniho monomeru na G¢innost. Postradam v ni reference
k pracim z Bonnovi skupiny jejichz monolity pfipravené z vinylkarbazolu a divinylbenzenu
(Analyst 138, 5089, 2013 a Anal. Bioanal. Chem. 406, 5897, 2014) predstavuji do jisté miry
prelomove vysledky jakkoliv je$té musi byt reprodukovany. Nutnost validace plati i pro data
pfedstavovana v ref. 86.
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Tato kapitola rovnéz shrnuje metody pouzivané k charakterizaci monolitickych kapilarnich
kolon coz pozdéji umoziuje &tenafi snadnéji pochopit vysledky presentované v dalsich
kapitolach. Jisté obecné vyhrady lze mit ke stanoveni pritoéné porozity s pouzitim
vysokomolekularniho polystyrenu v tetrahydrofuranu (THF). Ackoliv je tato metoda bézné
pouzivana i vme skuping, jeji problém je, Ze toto rozpoustédlo neni bézné pouzivano
v separacich popisovanych pozdgji. Proto je moznée, 7e vysledek naméfeny v THF muze byt
odligny od skutegnosti v typickych rozpoustédlech jako acetonitril-voda.

Druha kapitola shrnuje materialy, metody a pfistrojové vybaveni pouzité k vyzkumu
uvedenému v této disertaci. Zde zejména ocefiuji zajimavy vybér sitovadel, ktery byl pouZit.
Zahrnuje monomery jeZ se liSi délkou spojovaci jednotky coz umoziiuje pozorovat efekty casto
v literatufe opomijene.

Kapitola 3 je pak prvni v niz jsou uvedeny vysledky viastni experimentalni prace. Vysledky byly
publikovany v anglictiné (Pfiloha ) a zda se, ze se autorka misty ztratila v prekladu do Cestiny.
Napi. situjici monomery se nelisi ,délkou (n) alkylového fetézce mezi dvéma
methakrylatovymi jednotkami® jakmile se pozorné podivame na vzorce v obr.1. Zde n je pocet
spojenych ethylenovych jednotek. Experimenty se neméfi, jak je uvedeno, nybrz provadéji, a
alkylmethakrylatové monomery jsou ve skuteCnosti alkylen dimethakrylatove.

Za daleko dilezitgjsi vSak povazuji pozoruhodné zmeny celkové porozity pfi pouZiti riznych
sitovadel. Jestlize percentualni zastoupeni monomertl v polymerizacni smési obnasi vzdy
35% vahovych, oéekavana porozita by podle mne méla byt v rozsahu kolem 0,65 (=65%). Jak
je pak mozné, Zze nalezena porozita je az 80%? To totiz znamend, ze podil polymeru v
monolitu representuje jenom 20% a otazka zni kam se podélo zbyvajich 15%. Jediné
vysvétleni jez mne napada je, Ze polymerizace neprobéhla do Uplné konverze. Mozna se vsak
mylim a autorka ma mnohem plausibilngjsi vysvétleni.

V této souvislosti bych rovnéZz rad pfipomenul, ze r(zna sitovadla neovliviuji vysledek
polymerizace jenom rozdily v chemické struktufe. Je tfeba si uvédomit, ze se sitovadla li8i
molarni hmotnosti. To znamena, ze molarni koncentrace dvojnych vazeb neni stejna ve vSech
polymerizujicich systémech i kdyz vahovy podil sitovadla je konstatni. U smési obsahujicich
sitovadla s vy$8i molarni hmotnosti je celkovy obsah dvojnych vazeb ve smési nizsi. To pak
ovliviiuje kinetiku polymerizace i stupei sesiténi polymeru.

Za vyznamné pozitivum této gasti povazuji studii opakovatelnosti pfipravy monolitickych kolon.
Odparci monolitl ¢asto argumentuji jejich malou reprodukovalnosti kvdli jejich individualni
pfipravé. Pfitom zamérné neberou v uvahu fakt, ze i pInéné kolony se vyrabgji kazda zvlast.
Autorka v&ak zde jasné dokazuje, ze toto osodéovani je bezpfedmétneé a monolitické kolony Ize
pfipravovat reprodukovatelné. Podobny vysledek byl publikovan v minulosti (J. Chromatogr. A
1140, 140, 2007) a tato prace ho Vv plném rozsahu potvrzuje s pouzitim novych
polymerizacnich smési.

Dalsi kapitola se vénuje vlivu situjiciho monomeru na uginnost v HILIC modu. Tato Cast je
vyznamna zejména tim, ze podobny vyzkum nebyl dosud provadén. Ziskané vysledky jsou
zajimavé i tim, ze demonstruji moznost pfipravy dostateéné uéinnych monolitickych kolon pro

separace v HILIC modu. Doporuéuiji véak nepouZivat _zvétseni* k charakterizaci SEM fotografii
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prafezu kolon. Kazda zména velikosti obrazku totiz vede ke zméné nominalniho zvétSeni. Aby
se tomuto zamezilo, jsou v obrazcich zahrnuty useCky s oznadenim jejich skuteéné délky.
Jejich velikost se pak méni umérné zménam ve velikosti obrazku a Ize z nich snadno vidét
velikost ukazanych struktur.

Kapitola pata je pak do jisté miry pokraovanim kapitoly pfedchozi a popisuje vliv délky kolony
na Ucinnost HILIC separaci. Dllezité je, Ze autorka vtipné pouzila tento pfistup k posouzeni
pfispévku mimokolonovych objemd na rozmyvani pikd, a tedy na G¢innost celého separac¢niho
systému. Tyto objemy representuji vazny problém soudobych chromatografickych pfistrojl
branici snaham o zmensovani velikosti kolon.

Posledni kapitola pak shrnuje vysledky separaci rdznych typd molekul s pouzitim
monolitickych kolon. Zagina perfekni demonstraci velmi rychlych isokratickych separaci
alkylbenzenl v reverzné-fazovém modu a smési polarnich latek v HILIC modu. Ani separace
bilkovin nezlstaly opomenuty a demostruji pouzitelnost nékterych kolon pro velmi kvalitni a
rychlé separace. Za vysvétleni snad stoji kratkd doba po niz se objevuje negativni pik
rozpoustédla v panelu c) jeZ je vyznamné kratSi nez ty pozorované v ostatnich pfipadech .

Jak jiz bylo zminéno, mdj celkovy dojem z predloZzené disertacni prace je velmi pozitivni.
Autorka dokumentovala jeji schopnost provadét vyzkum na vysoké arovni a publikovat jeho
vysledky. Proto viele doporucuji pfijmout tuto praci k obhajobé.

A
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