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VYBER METODY PRO PRiIPRAVU VZORKU

= minimalni Gprava adekvatni typu a komplexnosti vzorku:
»JUST ENOUGH PRIOR TO ANALYSIS*

u jednoduchych vzorkl postacuje filtrace i Fedéni

dokonala rozpustnost vzorku v mobilni fazi!

= naroc¢na procedura/vice krokt ~ vétsi zatiZzeni chybou
= gvéreni predbéinych podminek separace s redlnym vzorkem

dfive, nei je provedena dlikladna optimalizace!

VYBER METODY PRO PRiIPRAVU VZORKU
JEDNODUCHE VZORKY

= filtrace stiikackové filtry
0,45 pm nebo 0,22 um (UHPLC)
PTFE, nylon, celulosa...

= fedéni

= centrifugace

pfima extrakce do rozpoustédla
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VYBER METODY PRO PRiIPRAVU VZORKU
SLOZITEJSi VZORKY

= ¢asova narocnost vyvoje metody

= ¢asova narocnost metody samotné
= cena analyzy

= pocet vzorki

= pozadovana selektivita, zakoncentrovani (citlivost metody)
= cil metody - specificka kvantifikace/obecny screening

= dostupné mnoizstvi vzorku

= jednoduchost/sloZitost techniky

= mozZnost automatizace

- = KONVENCNi METODY
= MODERNi METODY

VYBER METODY PRO PRIPRAVU VZORKU
SLOZITEJSi VZORKY — MODERNI METODY

techniky pro

upravu vzorku
pred analyzou

moderni
techniky

konvencni
techniky

SPE, LLE
PP, SFE

pfima extrakce

vysoce
selektivni
techniky

on-line
techniky

mikroextrakce

L. Novakova, H. VI¢kova, Anal. Chim. Acta 656 (2009) 8.
L. Novakova, J. Chromatogr. A 1292 (2013) 25.
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ON-LINE techniky
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VYBER METODY PRO PRIPRAVU VZORKU
SLOZITEJSi VZORKY — MODERNi METODY

MIKROEXTRAKCE

X <

zaloZené na SPE

zaloZené na LLE

SDME

HF-LPME \\)'

™
DLLME g

L. Novakova, H. VI¢kova, Anal. Chim. Acta 656 (2009) 8.
L. Novakova, J. Chromatogr. A 1292 (2013) 25.

STABILITA VZORKU
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nesta

teplota
UV zareni
pH

pritomnost kysliku

bilni latky:

= pfitomnost tézkych kovu

FAKTORY OVLIVNUJICi STABILITU:

STABILITA VZORKU

= hydroxykyselina/lakton
= thiol/disulfid
= acylglukuronidy

= latky s oxidacné-redukénimi vlastnostmi
chelatujici latky
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teplota

—+-20 degrees
—+—10 degrees |

—+—4 degrees

koncentrace AA [%]

¢as [hod]

R, R, R, R,
MINO N(CH,), H H H
oTC H CH, OH OH
ETC, TC H CH, OH H
DMC a H OH H
cTC a CH, OH H
DC H H CH, OH
MECLO cl OH

pfitomnost kovl

+ Na, EDTA
20 mM

T
2.00

T
3.00

Minutes
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KONVENCNI TECHNIKY PRO UPRAVU VZORKU
PRED ANALYZOU

PRiIMA EXTRAKCE DO ROZPOUSTEDLA

extrakce analytu z tuhé matrice (tablety, topické p¥ipravky,

rostlinné matrice, nékteré potravinové matrice atd.)

vytéZnost a rychlost extrakce (teplota, tlak) 17

uprava vzorku pred extrakci (drceni, mleti) ’ .|
extrakce na tfepacce, Soxlethova extrakce atd.
1 8

nizka selektivita, nedojde k precisténi vzorku px§
supekriticka fluidni extrakce (SFE) ! “J
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KONVENCNI TECHNIKY PRO UPRAVU VZORKU
PRED ANALYZOU

extrakce na tuhou fazi
SOLID PHASE EXTRACTION (SPE)
srazeni proteind
ﬁf?k PROTEIN PRECIPITATION (PP)

extrakce z kapaliny do kapaliny
LIQUID-LIQUID EXTRACTION (LLE)

a KONVENCNIi TECHNIKY PRO UPRAVU VZORKU
& PRED ANALYZOU
Llf ® nejrozsifenéjsi v rutinni praxi

= zejména v laboratofich s vysokou prostupnosti vzorku

" = dobfie zavedené, reprodukovatelné
= technické usporadani pro jejich realizaci je jiz
optimalizované a komercné dostupné
= snadno automatizovatelné

= vyvoj metody a validace obvykle neni problematicka
= dosazené vysledky spliuji pozadovana kritéria v
rozumném c¢asovém useku
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SRAZENIi PROTEINU
PP

SRAZENI PROTEINU - PP

tradicni technika pro upravu vzorkl biologickych materialti

vvvvv

= jak pro vyvoj metody, tak pro praktickou aplikaci

= vhodna pro hydrofilni i pro hydrofobni latky

PROVEDENI:

= organicka rozpoustédla - acetonitril, methanol, ethanol, aceton
silné kyseliny — TFA, HCOOH, HCI, chlorista

= soli vicemocnych iont — ZnSO,, Ba(OH),

saturace (NH,), SO,

3.10.2014
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SRAZENIi PROTEINU - PP

® ® ®

= < ||

bbbl ) ‘uJ‘.I‘.'. :

3 objemy 1 objem pri!< ryt’l . centrifugace
ACN biologického protrepani
materialu 3 min LC analyza

= nékdy je nutné odpareni rozpoustédla a rekonstituce v MF

zakoncentrovani
kompatibilita s LC mobilni fazi

http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=C5A4DFDA-
5056-8A76-4EA5-13BE024C13FC

SRAZENi PROTEINU - PP
vyhody:

= rychlost a jednoduchost provedeni i vyvoje metody
= neni tfeba specidlni instrumentalni vybaveni
= nizka cena

nevyhody:

nizka selektivita postupu

vysledkem jsou necisté extrakty

u LC-MS casto pFitomnost matricovych efekti

muzZe dochazet k vazbé analytu na precipitat

3.10.2014
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EXTRAKCE Z KAPALINY

- DO KAPALINY - LLE

EXTRAKCE Z KAPALINY DO KAPALINY - LLE

= jedna z prvnich extrakcnich technik, téz tradicni

PRINCIP:

= extrakce analytu z vodného roztoku vzorku do rozpoustédla
nemisitelného s vodou (diethylether, ethylacetit nebo
hexan)

= zakladem jsou fyzikalné-chemické vlastnosti latek
= rozdélovaci koeficient oktanol/voda

= je-li analyt rozpustny v jedné fazi a balastni latky v druhé
(malokdy®)

e
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EXTRAKCE Z KAPALINY DO KAPALINY - LLE

EXTRAKCE Z KAPALINY DO KAPALINY - LLE
vyhody:

= jednoduchost”

= nendrocnost na provedeni a na sloZitost vybaveni

= odstranéni matricovych efektd pfi LC-MS - soli nebo
fosfolipidy extrahovany nejsou

nevyhody:

tvorba emulzi
= relativné vysoka spotreba organickych rozpoustédel
= nepouzitelna pro polarni latky

= relativné casové narocna, vicekrokova procedura
nutnost odpareni rozpoustédla a znovu-rozpusténi

3.10.2014
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EXTRAKCE NA TUHOU FAZI
SPE

vsech zaméfeni

pUVODY:

dobra vytéZnost

= automatizace

EXTRAKCE NA TUHOU FAZI - SPE

* nejpouzivanéjSi technika v analytickych laboratofich

* moznost zakoncentrovani a precisténi extraktu
lepsi selektivita v zavislosti na pouzité SPE kolonce

= nizsi spotieba rozpoustédel

3.10.2014
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EXTRAKCE NA TUHOU FAZI - SPE
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PRINCIP: rozdélovani analytu mezi kapalnou fazi
(vzorek) a tuhou fazi (SPE kolonka)

www.gerstel.com

EXTRAKCE NA TUHOU FAZI - SPE

KLICOVY JE VYBER SORBENTU:
= selektivita, afinita a kapacita
= fyzikalné chemické vlastnosti vzorku x typ matrice

TYPY SORBENTU:
= silikagel chemicky modifikovany ligandy RP (C8, C18 atd.)
= PGC
= jontové-vyménné faze
= polymerni sorbenty

vicemodalni sorbenty

= imunosorbenty + MIPs

3.10.2014
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EXTRAKCE NA TUHOU FAZI - SPE

vyhody: EXTRAKCE NA TUHOU FAZI - SPE
= moznost zakoncentrovani a precisténi extraktu

= selektivita — Siroké mnoistvi dostupnych sorbentt v rliznych
formatech (platicka, kolonky, disky)

= dobrd vytéZnost
= nizsi spotieba rozpoustédel
= automatizace

nevyhody:

= relativné ¢asové narocn3, vicekrokova procedura
= putnost instrumentalniho vybaveni

= reprodukovatelnost vyroby kolonek mezi Sarzemi
= matricové efekty

3.10.2014
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MODERNI TECHNIKY PRO UPRAVU VZORKU
PRED ANALYZOU

MODERNI TECHNIKY PRO UPRAVU VZORKU
PRED ANALYZOU

Priprava
vzorku

Sbér
vzorku

van dat

Vlastni analyza

= zkraceni ¢asu potiebného pro pripravu vzorku

= sniZeni spotieby rozpoustédel pouzitych pro extrakci
= sniZeni spotieby samotného vzorku

= zvySeni selektivity extrakéniho procesu W

(=
A

= sniZeni poctu krokU extrakéniho procesu =3

mozZnost automatizace

L. Novékova, H. VIEkova, Anal. Chim. Acta 656 (2009) 8.

3.10.2014
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VYBER METODY PRO PRIPRAVU VZORKU
SLOZITEJSi VZORKY — MODERNi METODY

techniky pro

upravu vzorku

pred

analyzou

techn

moderni

iky

konvencni
techniky

vysoce
selektivni

techniky D

on-line

iky

mikroextrakce

SPE, LLE
PP, SFE
prima extrakce

L. Novakova, H. VI¢kova, Anal. Chim. Acta 656 (2009) 8.
L. Novakova, J. Chromatogr. A 1292 (2013) 25.

MIKROEXTRAKCE

<

zalozené na SPE

<

SPME
SBSE

MEPS f
DPX /

<

zalozené na LLE

<
some l,[

HF-LPME

AL
| ey
1an

DLLME

3.10.2014
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MIKROEXTRAKCE ZALOZENE NA LLE

extrakce v kapalné fazi D \ ’
pomoci dutého vidkna | - _ ﬂ <
HF-LPME e

extrakce do jediné kapky
rozpoustédla
SDME

disperzni mikroextrakce
z kapaliny do kapaliny
DLLME

EXTRAKCE DO JEDINE KAPKY ROZPOUSTEDLA
SINGLE DROP MICROEXTRACTION - SDME

= stejné jako LLE — extrakce do
organického rozpoustédia I
nemisitelného s vodou

= rlzna usporadani (DI, HS, CF)

= kapalné vzorky

= nepoldrni a malo polarni analyty

Hamiltonova stfikacka

* nasleduje vétSinou GC /_,..__\
= prakticky nulova spotieba o A
p Ky ’p’ K
rozpoustédel — nizka cena -
L

= velké prekoncentracni faktory 1-2 pl rozpouitédia

, - —— vodny vzorek
= dlouhy extrakéni cas

= stabilita kapky
= ndrocnost manipulace

| magnetické
michadlo

A. Jain, K. K. Verma, Anal. Chim. Acta 706 (2011) 37.

3.10.2014
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EXTRAKCE DO JEDINE KAPKY ROZPOUSTEDLA
VARIANTY SDME
Single drop
microextraction
(SDME)
Two- Three-
phase phase
monereion | Continuous Drop-to- prectyy || Headspace | LAW%
(DI) flow (CF) drop (DD) droplet (DSD) (HS) (L)

M. A. Jeannot et al., J. Chromatogr. A 1217 (2010) 2326.

EXTRAKCE DO JEDINE KAPKY ROZPOUSTEDLA
DIRECTLY SUSPENDED DROPLET MICROEXTRACTION

——  vodni lazen
] 5-100 pl org.

rozpoustédla

vodny vzorek

- michadlo

— s ) magneticka
michacka

= odbér mikrostfikackou — GC nebo HPLC analyza
= prakticky nulova spotieba rozpoustédel — nizka cena
= velké prekoncentracni faktory

A. Jain, K. K. Verma, Anal. Chim. Acta 706 (2011) 37.

3.10.2014
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‘ﬁh EXTRAKCE DO JEDINE KAPKY ROZPOUSTEDLA
SINGLE DROP MICROEXTRACTION - SDME

A Abundance (10% cts ) Heptansl oximes
=0

340 Hexanal oxmes
00

*0

mikrostrikacka

T_ dekan + :: | ‘lﬁ'“vmj,m |

* WA \
vialka — PFBHA o L.,L R

Retantion time (min)

—+— wvzorek "
krve = rakovinné markery hexanal a heptanal

michadlo —— @ | = HS-SDME extrakce a derivatizace v
jednom kroku + GC-MS/MS

*0-2,3,4,5,6-(pentfluorobenzyl)hydroxylamin

N. Li et al., Anal. Biochem. 342 (2005) 318.

EXTRAKCE V KAPALNE FAZI POMOCIi DUTEHO VLAKNA
HOLLOW-FIBRE LIQUID PHASE MICROEXTRACTION: HF-LPME

= hydrofobni porézni duté vldkno
obsahuje imobilizované membrana dutého vidkna
rozpoustédlo pro extrakci v » artttan

, v , extrakéni n: it

porech stény vlakna rozpoustédio , mum: JF0

= akceptorové rozpoustédlo b
uvnitf vldkna maze byt
organické nebo vodné (2-3 F)

protein

.
,* vzorek

. plazmy

= prakticky nulova spotieba
rozpoustédel — nizka cena

= velké prekoncentracni faktory

analyt

= parocnost manipulace
= moznost kontaminace vlakna

M. Saraji et al., Microchim. Acta 174 (2011) 159.

3.10.2014
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EXTRAKCE V KAPALNE FAZI POMOCIi DUTEHO VLAKNA
HOLLOW-FIBRE LIQUID PHASE MICROEXTRACTION: HF-LPME

vodny
vzorek dodekan

membrana
dutého vlakna

duté vlakno

organické rozpoustédlo

akceptorové
rozpoustédlo

J. A. Rodriguez et al., Agric. Biol. Sci., 2013

EXTRAKCE V KAPALNE FAZI POMOCIi DUTEHO VLAKNA
HOLLOW-FIBRE LIQUID PHASE MICROEXTRACTION: HF-LPME

= EME - electromembrane extraction

= aplikace potencidlu urychli extrakci
koncentracni faktor 51x (plazma) a 120 x (moc)

= koncentracni faktor 8x (plazma) a 35x (moc)

Anode 4 - Cathode

Hollow fiber 250

191

131

Absorbance [mA]

72

-

= ‘M;f

00:00 04:00 08:00 12:00
Time [mm:ss]

L. Fotouhi et al., J. Chromatogr. A 1218 (2013) 8581.
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DISPERZNI MIKROEXTRAKCE Z KAPALINY DO KAPALINY
DISPERSIVE LIQUID-LIQUID MICROEXTRACTION - DLLME

extrakcni rozpoustédlo
disperzni rozpoustédlo
(MeOH, EtOH, aceton...)
spolecné pridany k vodnému
vzorku

po protiepani vznikne
zakaleny roztok
centrifugace

usazeni extrakcni faze
odbér extrakcni faze

smés extrakéniho
a disperzniho
rozpoustédla

vodny vzorek

= rychlost, jednoduchost

= prakticky nulova spotieba
rozpoustédel — nizka cena

= velké prekoncentracni faktory

= slozity vybér extrakcniho
rozpoustédla (tézsi nez voda:
chloroform, nitrobenzen,

bromobenzen atd.)

centrifugace

—

usazena
faze

zakaleny [
roztok

DISPERZNi MIKROEXTRAKCE Z KAPALINY DO KAPALINY
DISPERSIVE LIQUID-LIQUID MICROEXTRACTION —
SOLIDIFICATION OF FLOATING ORGANIC DROPLETS - DLLME-SFO

= extrakéni + disperzni rozpoustédlo

MeOH spole¢né pridany k vodnému vzorku
+ v s s o ,
| |
1-dodekanol protre?a’n|’+ centrifugace + usazeni
extrakéni faze
centrifugace = odbér extrakcni faze — HPLC analyza
ledova lazen
— —_
LC-CAD
5 makrolidovych
antibiotik v moci analyza ;i
|
2 f ; \ |
| 1 ‘
fl | , | |
- (] I = 1 IRTR!
‘;—_.~| | | Y | N | W | )

Retention time (min)

S. Jia et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 86 (2013) 204.
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MIKROEXTRAKCE ZALOZENE NA SPE

mikroextrakce na sorpcni extrakce

tuhou fazi michadlem
SPME

SBSE

mikroextrakce
pomoci plnéného
tuhého sorbentu
MEPS

mikroextrakce pomoci
plnénych Spicek pipet
DPX

MIKROEXTRAKCE POMOCi PLNENEHO TUHEHO SORBENTU
MICROEXTRACTION BY PACKED SORBENT - MEPS

= jednoducha miniaturizace konvencni SPE
= jednoduchy pfenos metod

__ KRUHOVE
TESNENI

= 1-4 mg sorbentu (faze C8, C18, PGC,C2 a
SCX), 100 nebo 250 pl stFikacka

FRITY . SORBENT

UZAVER—=

= extrakce pohybem pistu manualné, o

polouatomaticky nebo automatizované

—— JEHLA

JEHLA

= casova nenarocnost (minuty)

= redukce objemu vzorku a rozpoustédel
= nékolikanasobné pouiziti sorbentu

= jednoduchost

3.10.2014

24


http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=nBH3bBn3Q7AwOM&tbnid=1ki2NcGOYPzADM:&ved=0CAUQjRw&url=http://www.sge.com/products/meps&ei=7_qPUf69DcKStAb37YCgDA&bvm=bv.46340616,d.bGE&psig=AFQjCNEHH9-ChALhTrhz14tX2ur7X56fUQ&ust=1368476700733680

MIKROEXTRAKCE POMOCi PLNENEHO TUHEHO SORBENTU
MICROEXTRACTION BY PACKED SORBENT - MEPS

= jednoducha miniaturizace konvencni SPE
= jednoduchy pfenos metod — KRUHOVE
TESNENI
= 1 -4 mg sorbentu (faze C8, C18, PGC,C2 a
M1), 100 nebo 250 ul stfikacka

ERITY — SORBENT

UZAVER——

= extrakce pohybem pistu manualné,
polouatomaticky nebo automatizované

[~ JEHLA

JEHLA

= tvorba bublin

= spojeni neni mozné s kazdym LC

= rychlost pohybu pistu ma klicovy vliv na
vytéZnost

ENTECAVIR

MIKROEXTRAKCE POMOCi PLNENEHO TUHEHO SORBENTU
MICROEXTRACTION BY PACKED SORBENT - MEPS

0
ULTRAFILTRAT PLASMY PLASMA /N s
073 1.53 < | )\
100 e ) N NH,

? 100
1.44 “.‘ - a

) "080 100 150 200 250  3.00 T050 100 150 200 250 3.00

HO a ENTECAVIR

0.79

H. VIEkova et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 88 (2014) 337.
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MIKROEXTRAKCE NA BAZI SPE
DISPERZNI SPE

= ke vzorku se pfida pfimo sorbent SPE, ktery se
pouziva k plnéni kolonek SPE

= (cinnost extrakce je vyssi — lepsi kontakt analytu
se sorbentem

= centrifugace
= poté extrakce analytli pomoci vhodného
organického rozpoustédla

MIKROEXTRAKCE POMOCIi PLNENYCH SPICEK PIPET
DISPOSABLE PIPETTE TIPS EXTRACTION - DPX

DPX - tip

condition
aspirate sample
discharge sample

wash
elute

solid phase

extract
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MIKROEXTRAKCE POMOCIi PLNENYCH SPICEK PIPET

DISPOSABLE PIPETTE TIPS EXTRACTION - DPX

= miniaturizace konvencni SPE

= disperzni typ extrakce

= sorbent je uloZen volné mezi dvéma !
fritami ve Spicce pipety — zvySeni .,.m..u ;
ucinnosti extrakce diky opakovanému 2

kontaktu analytu s extrakéni fazi
= extrakce pomoci pistu pipety

= sorbenty C18, PS-DVB, SAX, WAX, PGC

= redukce objemu vzorku a rozpoustédel
= jednoduchost, dobra opakovatelnost

QuEChERS
Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe

1. ptiprava vzorku

4. pridavek pufru
a centrifugace

2. homogenizace a 3. pfidavek rozpoustédla
transfer a protiepani

5. transfer supernatantu
do zkumavky pro
disperzni SPE

www.waters.com
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QuEChERS
Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe

6. centrifugace 7. odebrani extraktu
a analyza

www.waters.com

MIKROEXTRAKCE NA TUHOU FAZI
SOLID PHASE MICROEXTRACTION - SPME
= specialni stfikacka
= obsahuje silikagelové vlakno pokryté
polymerem, ¢asto PDMS
= extrakce probiha sorpci na vysunuté
vlakno, uvolnéni analytt pak desorpci
= miZe jit o absorpci (PDMS) i adsorpci
(carboxen), dle typu pouzitého materidlu

= extrakce, zakoncentrovani, derivatizace
= HS-GC - automatizace
= bezrozpoustédlova extrakce

= kiehkost vlakna

= omezena kapacita vldkna

= dedikované vybaveni

= dlouha doba ustalovani rovnovahy pfi
absorpci i pfi desorpci
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SORPCNi EXTRAKCE MiCHADLEM
STIR BAR SORPTIVE EXTRACTION - SBSE

= extrakéni faze je umisténa na michadle, casto PDMS
= 50— 250x vice nez SPME vlakno

= extrakce probiha absorpci za stalého michani
= uvolnéni analyti pak termalni desorpci ¢i desorpci
do kapaliny

= extrakce, zakoncentrovani, derivatizace
= bezrozpoustédlova extrakce

= velmi dlouha doba ustalovani rovnovahy pfi
adsorpci i pfi desorpci (100vky minut!)

= pouze nepolarni analyty [ n

= nedostatek extrakénich fazi .

SORPCNi EXTRAKCE MiICHADLEM
STIR BAR SORPTIVE EXTRACTION - SBSE

termalni desorpce
pro GC

extrakce do
kapaliny pro LC

J. A. Rodriguez et al., Agric. Biol. Sci.., 2013
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VYSOKA SELEKTIVITA EXTRAKCE

molekuldrné vtisténé polymery 4
molekularné vtistény silikagel
MIS

imunoafinitni
SPE

MOLEKULARNE VTISTENE POLYMERY
MOLECULARLY IMPRINTED POLYMERS - MIPs

= selektivni sorbenty pro SPE pfedurcené pro analyzu urcité latky
nebo skupiny strukturnich analogti

* maji sterickou a chemickou pamét pro templat pouzity pfi jejich
vyrobé

NEVYHODY:

= slaba vytéZinost vyrobnich postupli — nedostatek vazebnych mist

* nizka kapacita

= nespecificka vazebnost

= komercni dostupnost sorbentti jen pro urcité aplikace

nesteroidnich antiflogistika, nitroimidazoly, fluorochinolony, amfetamin,
klenbuterol, beta-blokdatory, beta-agonisté, chloramfenikol, riboflavin
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MOLEKULARNE VTISTENE POLYMERY
MOLECULARLY IMPRINTED POLYMERS - MIPs

funkéni monomery

templat

Vrrr,] tvorba komplexu
I

= polymerace se
vazebné misto pro S zakotvenim paméti
cilovou molekulu pro templat

odstranéni templatu

IMUNOAFINITNI SPE
IMMUNOAFFINITY SOLID PHASE EXTRACTION: IA-SPE

selektivni varianta klasické SPE
na povrch SPE sorbentu, je
imobilizovana specificka protilatka

vysoka specificita protilatek
v kombinaci s naslednou separaci
chromatografickymi metodami -
separace strukturné pribuznych
analytt, které by mohly poskytovat
kfizové reakce

kfizové reakce lze naopak nékdy
vyuzivat pro izolaci celé skupiny
strukturné pribuznych analyta
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ON-LINE techniky

~
T RN H N S

W e kapilarni SPME

chromatografie (in-tube SPME)

s turbulentnim e
o P p’d
pritokem ;_’" X e
TFC R 2 =z iy
» &3 . materidlys
T W omezenym
"{r“.'g‘ &‘x . y
pfistupem
RAM

MATERIALY S OMEZENYM PRiISTUPEM
RESTRICTED ACCES MATERIALS - RAM

= materialy, které dovoluji pfimé davkovani biologickych vzorku

= mista pro interakci uvnitf porl jsou pfistupna pouze pro malé
molekuly — dochazi k retenci na zakladé interakci dle typu
sorbentu

= makromolekuly pak mohou interagovat pouze s vnéjSim
povrchem materialu ¢astic — nedochazi k adsorpci a k retenci

= mohou byt vylouceny bud’

= fyzikalni bariérou diky priiméru pora a hydrofilnim ligandim
* nebo chemickou difizni bariérou tvofenou proteinovou nebo
polymerovou siti na vnéjSim povrchu ¢astice
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MATERIALY S OMEZENYM PRiISTUPEM
RESTRICTED ACCES MATERIALS - RAM

proteiny
§ @ . analyty
@ ot ) B 4
R A _— diolové

a7
¥

6
A

N N -  skupiny
W
$ 3 &) o
L V"% ~e
({ My \\
AWV
¢y T W
alkylové
fetézce

zapojeni pomoci techniky
pfepinani kolon

KAPILARNI SPME
IN-TUBE SOLID PHASE MICROEXTRACTION: IN-TUBE SPME

= misto PDMS vldkna vyuzZiva pro extrakci silikagelovu kapildru
(prazdnou, naplnénou, kratké GC kolony)
= umisténi misto davkovaci smycky

= vzorek je opakované nasavan
= analyty jsou desorbovany pfimo mobilni fazi
= snazsi spojeni s chromatografickymi technikami

= bezrozpoustédlova extrakce

= vyznamné zakoncentrovani — environmentadlni analyza
= vysSi citlivost analyzy

= automatizace

= nutnost specifické instrumentace nedostupné komercné
= ¢asové narocné pii opakovaném nasavani vzorku
= ucpavani kapilary, obtizné pfipojeni k UHPLC
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CHROMATOGRAFIE S TURBULENTNIM PRUTOKEM
TURBULENT FLOW CHROMATOGRAPHY - TFC

separace malych molekul od LAMINAR FLOW -
makromolekularnich latek na

zakladé difuznich koeficient(

turbulentni pritok = zvyseni LUBAULENT FLOY

prevodu hmoty .:?‘ .: ’ J.'
kratké kolony s velkymi ¢asticemi - & Qg ® Q
(50x 1,0 mm, 20 - 60 um)

vysoké pritoky: 4 — 5 ml/min TF kolona

vyssi citlivost analyzy — analyza
celkového extraktu

nutnost specifické instrumentace m 7

ve v . cerpadlo

Zivotnost extrakéni kolony y 7 detektor « ———- ~ -~
smycka HPLC kolona

cerpadlo

SUCHE KREVNIi KAPKY
DRIED BLOOD SPOTS

= odbér kapilarni krve z prstu nebo paty
na specialni filtracni papir

= vysuseni na vzduchu

= vystfizeni disku

= extrakce disku

= LC-MS analyza

March of Dimes

® neinvazivni odbér a maly objem vzorku
* uchovavani a transport

= novorozenecky screening
= fenylketonurie, hyperfenyalaninémie a
mnohé dalsi metabolické poruchy
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SUCHE KREVNIi KAPKY
DRIED BLOOD SPOTS

PERSPEKTIVY V OBLASTI

- PRIPRAVY VZORKU
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SROVNANI JEDNOTLIVYCH METOD

Technika Doba extrakce | Selektivita | Mnohakrokovy Moznost Spotieba
[min] proces automatizace | rozpoustédel

KONVENCNi TECHNIKY UPRAVY VZORKU

LLE 15-25 stiedni ano velmi vysoka

SPE 15-25 stiedni ano relativné vysoka

PP <10 nizka NE (centrifugace) vysoka

MODERNI TECHNIKY UPRAVY VZORKU: MIKROEXTRAKCE

LLME 5-60 stfedni absorpce/desorpce |- velmi nizka

SPME 10-60 stfedni sorpce/desorpce + NE

SBSE 30-240 stfedni sorpce/desorpce - NE

MEPS 1-10 stfedni ano velmi nizka

DPX-SPE 15-20 stfedni ano velmi nizka

MODERNI TECHNIKY UPRAVY VZORKU: ON-LINE TECHNIKY

RAM <5 stfedni ano NE

TFC <5 stfedni ano NE

kapilarni SPME | 20-30 stfedni ano NE

MODERNI TECHNIKY UPRAVY VZORKU: VYSOKA SELEKTIVITA

MIP

15-20

vysoka

ano

+

relativné vysoka

L. Novakova, H. VIEkova, Anal. Chim. Acta 656 (2009) 8.

PRIPRAVA VZORKU K ANALYZE
SNADNO A RYCHLE?

7 B

SNADNO A RYCHLE:

pouze precipitace proteint
za cenu nizké selektivity

nebo on-line techniky

za cenu slozitéjsSi optimalizace a
dedikované instrumentace

moderni techniky poskytuji mnohé vyhody, ale ¢asto jsou
narocné na instrumentalni vybaveni, zru¢nost analytika a na
vyvoj metody
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PERSPEKTIVY V OBLASTI PRIPRAVY VZORKU

= nedostatek metod s vysokou selektivitou

= vyvoj novych typl selektivnich materialli, zdokonalovani
postupt vyroby MIPs a MIS

= kombinace technik MEPS/MIPs nebo RAM/MIPs

» pfiprava vzorku je navzdory modernim trendim stale
nejpomalejsim krokem analyzy

vvs

» jednodussi procedury — mensi riziko vzniku chyb

= automatizace
= komercni dostupnost nékterych usporadani

= metody disperzni SPE

DEKUJI ZA POZORNOST

Moderni HPLC separace Moderni HPLC separace
v teorii a praxi v teorii a praxi

www.ceskachromatografickaskola.cz
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