
oponentsky posudek disertační práce

Ing. Magdy Sta kové

MonoliticW fupil rní lmlorty pro analyticlre separace

Disertační práce Ing. Magdy Starikové p edstavuje obsažnou systematickou studii vlivu
struktury a proporcí v chozích monomenj' polymerační teploty a polymeračního času na

chromatografické charakteristiky polymethakrylátoq ch monolitick ch kolon- o rozsahu

práce svcáoi zahmutí celkem 9 sít'ujících monomerťr rťrzn ch sÍukturních typ , doplněn ch

bud'to laurylmethakrylátem jako funkčním monomerem pro chromatografii s reverzními

féy1emi nebo strukturou se sulfobetainoqm zwitteriontem jako funkčním monomerem pro

chromatografii hydrofilních interakcí. ocenil jsem rovněž v1v:r ÍÚ;i chromatografie sterické

vyluky p i charaktenzaci distribuce velikosti p ru ve všech p ipraven;ch kolonách. Studie

círromatografrckych vlastností jsou vhodně doplněny popisem ady aplikací p ipraven; ch

kolon" sousťeděn ch p edevším na sepaÍž}ce nízkomolekulárních látek s a znamem pro lidské

zdtaví.

P edložená disertační práce byLa zpracoviína v celkovém rozsahu 193 stran, z čehož 1 1 8 stran

p ipadá na-vlastní teit práce, 5 stran na bibliografii autorky a 70 stran na 6 p iloŽenych
p.'utit u"i. Členění textu práce je ričelné a drisledně vychéu;í z povahy podávanych informací.

V kapitole 1 autorka podává p ehIed literatury k tématu separací malych molekul pomocí

-ooáhti"ky"h stacionrámíchťazi; ztéto části je dob e patrné silné zázemí pracoviště v oblasti

dvourozměrn; ch separací a vysoce zesítěn; ch stacionámích féní. Kapitola 2 podává p ehled

pouŽitého p ístrojového a materiálového vybavení a postupri p ípravy a charakterizace

rnono1iticlc. ch kolon. V kapitole 3 autorka diskutuje vliv sítbjícího monoÍneru na ričinnost

kolon vhodn ch pro systémy s reverzními fiu:emi a kapitola 4 podiná obdobn p ehled u

kolon vhodnych pro chromatografii hydrofilních interakcí. Po relativně stručné kapitole 5 o

vazbě mezi délkou kolony a ričinností kolon pro chromatografii hydrofilních interakcí

nás1eduje poměrně obsáNá kapitola 6 s popisem 10 olauhri aplikací p ipraven;ch kolon.

Po formrální stnánce je pnáce zptacovÍna pečlivě, i když na adě míst se vyskytují drobné

nep esnosti a p eklepy, zntchž patrně nejp vabnější je ,,nejhodnější kolonď' místo

,,nejvhodnější kolonď' (3. ádek na str. 19).

Dále uvádím několik poanámek k disertační práci a z nich plynoucích otrázek k autorce:

V části 2.I o použit ch materiálech a chemikáliích autorka neuvádí vnitní pruměr

k emenn; ch tapitar použit ch k p ípravě kolon. Zndajt v tabulkách č. 1 a 3 lze odvodit, že

vni ní pruměr kolon byl 0.320 mm' coŽ se potvrzuje aŽv dďších částech textu. Zpopisu
v črísti Ž.1 ravnéž r1ettí zcelajasné, zda bylna vsfupu kolony použit dělíč toku (splitt'er)' a

pokud ano, s jakym dělicím poměrem?

Na obr. 3 (str. 38) je místo vanilinu ďejmě nedopat ením kyselina vanilová (struktura č. 33 _

motrekula vanílinu obsahuje aldehydickou, nikoli karboxylovou skupinu).

Hodnoty permeabilit kolon s laurylmethakrylátem jako funkčním monomerem se pohybují

vrelativně rizkém rozpéti (1.2x10-la_1.8x10-la m2, Tab. 1, str. 46), zatímco relativní rczpéti



permeabilit u kolon s funkčďm monomerem MEDSA pro HILIC je mnohem širší (0.7x10_la-
5.6x16_t+ n?,Tab.3, str. 56). Má autorka pro tento rczďílnějaké vysvětlení?

V diskusi úěinnosti připravených kolon (odst. 3.2 a 4.2} autorka implicitně predpokJádáa Že
veškeré rozdíly v naměřených hodnotiich výšky teoretického patra (HETP) mezi jednotlivými
kolonami jdou na vnrb vlivu variací struktury sítbjícího monomeru, tj. že vliv
mimokolonového rozptylu na ýsledné hodnofy HETP je zanedbatelný. Z popisu v odstavcích
3.2 a 4.2 není jasné, zda už i na tam uvedené výsledky byla uplatrěna korekce
experimentiílních hodnot HETP odečtenÍm mimokolonového příspěvku, jak autorka nasledně
popisuje v kapitole 5 (?).

Vyuála autorka při kompilaci seznamu literatrrry některého z programů pro správu a
otgasizaci odkaz&, např. EndNote? K této atér;ce mne vede fakt,že v citacích ě.32,l20 al2l
jsou nesprávně uvedena jména některych autorů.

Výše uvedené připomÍnky jsou však vesměs technického ráan a nesnižují věcnou hodnotu
předložené práce, kŮerá představuje velmi lož'rtečÍý souhm značného objemu experimentů
v oblasti přípravy polymethakrylátových monolitic\ých kolon, detailního sfudia jejich
chromatograťrckých vlastností a testoviíní řady aplikací s durazem na analyty významné pro
lidské zďraví. Zejména kolony s dioxyethylendimethakrylátem a bisfenol A glycerolát
dimethakrylátem jako sítbjícími monomery a se sulfobetainoqým funkčním monomerem se
v aplikacích ukrázaly jako velmi široce použitelné.

Záv#em konstatuji, že předložená disertace podle mého názoru prokazuje autorčinu
způsobilost k samostatné tvůrčí činnosti. Doporučuji proto, aby disertační pnáce Ing. Magdy
Staňkové byla ffi ata k obhajobě.

V Bnrě dne 27 . července 2Ú15 tjr il,w
doc. RNDr. Michal Roth, CSc.
Ústav analytické chemie AV ČR, v" v. i.
Veve i 97
602 00 Brno



oponentskr posudek na disertační práci lng. Magdy Sta kové

Název práce: Monolitické kapiIární kolony pro analytické separace

Cílem disertační práce lng. Magdy Sta kové bylo p ipravit vhodné monolitické kolony s duálním

separačním mechanismem pro separace V reverzních a HlLlC systémech kapalinové chromatografie.

Podrobně byl studován vliv použitého síťujícího monomeru a dalších složek polymerní směsi na distribuci

p r a separační ričinnost. K prozkoumání vlastností monolitick' ch kolon v reverzním resp. HlLlC

separačním systému byly použity sady sloučenin r zn' ch struktur a vlastností, promě eny závislosti log

k na obsahu vodné složky mobilní fáze a určeno p ijakém složení mobilní fáze p echázísystém z HlLlC

m du do RP a naopak a určeny rozsahy složení mobilnífáze, kde se uplat uje RP a kde HlLlC

mechanismus. Byla sledována též opakovatelnost p ípravy monolitťr, která byla opravdu vynikající.

Aplikace ukázaly, že na p ipraven' ch monolitick' ch kolonách lze dosáhnout, díky vysoké separační

ričinnosti, rychlé separace ady nízkomolekulárních látek. Pro separaci nízkomolekulárních látek a

biopolymerťr je t eba použít jiné monolity. By|y formulovány určité zevšeobec ující závěry vyjad ující

souvislosti mezi strukturou monolit , monomeru, a separačními vlastnostmi.

Paní inženl rka měla možnost pracovat na uiznamném pracovišti s dlouholetou tradicí, kde jsou však

nadále uplat ovány nové, aktuální p ístupy. Není tedy p ekvapující, že v sledky prezentované v

p edkládané práci p edstavují p ínos pro ešení dané problematiky.

Práce lng. Sta kové měla širok' záběr' Zahrnovala jak p ípravu monolitick' ch kolon r zn ch vlastností,

tak jejich charakterizaci a následně i aplikaci. lng. Sta ková je spoluautorkou šesti publikací.

Poznámky, dotazy, náměty do diskuze:

Nejedná se o slohovou práci, nicméně některé části bylo možné vyjád it lépe.

Na str. 10 se vloudila dvakrát stejná věta.

V prácijsou nedrisledně kontrolované názvy sloučenin - mnoho chyb a p eklep , nejednotné názvosloví.

V tabulkách 5 a 6 chybí uvedení složení směsí a - f.

Bylo pH opravdu mě eno jen s p esností na jednotky?



Často se v prác! opakuje pojem ,,95%o pufrovaný acetonitril", např. str. 83, (a jemu podobné pojmy)' Co to
znamená, jak se určuje pH takového pufru? Podobně zvláštníje tvrzení ,,80% acetonitril s obsahem 10
mM vodně-organického octanu amonného".

Je správné říkat reverzní kolona, HlLlC kolona? Nejedná se spíše o reverzní či HlLlc separační systém?

Dvourozměrné systémy spíše než,,zvyšují maximální účinnost separace", zvyšují selektivitu (str. 32). Čím
sivysvětlujete rychlou ztrátu účinnosti monolitické kolony DiEDMA,530 pm (str.80)?

Na str. 73 a74je opačné tvrzení než jaké lze vyčíst z obr. 18 a 19' Nejvíce zadržovanou látkou je kyselina
galová,......

Na str. L4 se hovoří o použití multivariační nelineární regrese pro hodnocení faktorů ovlivňujících tvorbu
pórů u organických polymerů. Můžete tento přístup blíže vysvětlit?

Mohla byste prosím porovnat na základě zkušeností získaných při práci na disertaci monolitické kolony a

kolony naplněné povrchově porézními částicemi stacionární fáze? Posoudit přednosti a nernýhody obou.

Proč se nedaří připravit účinné chirální monolitické kolony?

Uvedené připomínky nikterak nesnižují kvalitu předkládané práce, která je navíc podtržena šesti

publikacemi V recenzovaných časopisech s dobrými impaktními faktory' Práce lng. Magdy Staňkové

splňuje požadavky kladené na disertačnípráci, a proto ji doporučuji k obhajobě a dalšímu řízení.

V P raze dne LO.7 .2015 A*-, r,rn*>
Prof. RNDr. EVa Tesa ová, CSc.

Kated ra fyzikáIní a makromolekuIární chemie

P írodovědecká fakulta Univerzity Karlovy v Praze

e-ma i | : tesa rove@ natu r.cu ni.cz
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Oponentsk posudek

P edloŽená disertační práce ing. Magdy Sta kové nazvaná,,Monolitické kapilární koIony pro
analytické separace" se t ká p ípravy polymerních monolitick ch kolon s pouŽitím skupiny
methakrylátov ch síťovadel a jejich aplikacemi v separacích malyich organick ch molekul. JiŽ
na tomto místě bych rád zdÚraznil, Že tato práce je velmi dobrá a bylo mi potěšením jí číst a
hodnotit. Vzhledem k tomu, Že valná většina v sledk byla jiŽ opublikována v časopisech
vyznačujích se tvrdyim recenzním ízením, nelze v celé práci nalézt Žádné zásadní problémy,
které by sniŽovaly její vysokou kvalitu.

Celá práce je rozdělena do šesti kapitol' První z nich shrnuje literární poznatky t1ikající se
monolitick ch stacionárních Íází pipravovan1 ch speciálně pro separace mal ch molekul. Tato
problematika je svym zpťrsobem současn1 m ,,z|atym grálem" monolitick ch kolon a
representuje velkou vyzvu, protoŽe většina prístupťr vedoucích ke kolonám, jeŽ by měly
separovat malé molekuly, v podstatě zkrachovala. Kapitola sice ukazuje pozitivní vyvoj v této
oblasti, leč dosavadní v sledky zťrstavají na hony vzdáIené rjčinostem typickyim pro moderní
kolony plněné nap . sub 2 mikrometrov mi silikou. mi částicemi. Tento fakt však také
representuje motivaci pro další u.zkum, kten je téŽ p emětem této práce.

Vtéto kapitole autorka na 17 stránkách popisuje typy monolitick ch stacionárních fází'
Domnívám se, Že reference k seminální praci Hjerténa (J. Chromatogr. 473, 273, 1989), jeŽ
zavedla monolity na bázi akrylamidu, měla b; t uvedena. V další části se pak probírají vlivy
jednotliq ch proměnn ch polymerizačních reakcí na porézní a separační vlatnosti' V části
ti kající se vlivu porogenních rozpouštědel se autorka myil1 v tom, Že směs propanol-butandiol_
voda je nejrozší enějším typem porogenní směsi. Tato směs byla poprvé pouŽita Petersem
(Anal. Chem. 69, 3646, 1997), ale myslím, Že nenítou nejčastější. Tou je spíše směs hexanolu
a dodekanolu či dekanolu p evzatá z p ípravy makroporézních částic (viz J. Chromatogr. A
1217, 902,2010).

Sekce 1.3'4' obsahuje popis vlivu funkčního monomeru na Účinnost. Postrádám v ní reference
k pracím z Bonnovi skupiny jejichŽ monolity p ipravené z vinylkarbazolu a divinylbenzenu
(AnaIyst 138' 5089,2013 a Anal. Bioanal. Chem.406,5897,2014) pedstavují do jlsté míry
p elomové u. sledky jakkoliv ještě musí b1it reprodukovány. Nutnost validace platí i pro data
p edstavovaná v ref. 86.

Frantisek Svec
The Molecular Foundry
E.O. Lawrence Berkeley National Laboratory
1 Cyclotron Rd.
Berkeley, CA 9472A-8'l 39, USA

Phone: (510) 41 8 5174
Fax (510) 486 7413
Email: fsvec@lbl.gov
http://svec.lbl. gov/



Tato kapitola rovněŽ shrnuje metody pouŽívané k charakterizaci monolitických kapilárních

koIon coŽ později umoŽňuje etenáÍi 
'snáJneii pochopit výsIedky-presentované vdalších

kapitolách. Jisté oň".ne íýnraoy lze mít ke stanoveni průtočné porozity s pouŽitím

vysokomolekulárního polystyienu u tetánýJroturanu (THF)' ne!9Jiv je tato metoda běŽně

pouŽívána i v mé šrupiňo,';e;r .pro-olá''j", Že- toto rozpouštědlo není běŽně pouŽíváno

v separacích popisovaných později' Prď" É_ 'oz19, 
Že rnýileoek naměřený v THF můŽe být

oorÉný oo srútebnosti vivpiórvch iozpouštědlech jako acetonitril-voda'

Druhá kapitola shrnuje materiály, metody a přístrojové vybavení pouŽité k uýzkumu

uvedenému v této disertaci. Zae zejmená oóenuji'za1imavý WbEr siťovadeI, kter1ý byl pouŽit'

Zahrnuje monomery jeŽ se liší délkou 
'óoioua"i 

Jéonoiry cóŽ umoŽňuje pozorovat efekty často

v literatuře opomíjené.

Kapitola 3 je pak první v níŽ jsou uvedeny r4ýsledky vlastní experimentální práce. Výsledky byly

publikovány u 
"ngiietinc 

(priíon a ll\ a zdáré, Ž" sě autorka místy ztratila v překladu do češtiny'

Např. síťující monomery se .ďša 
-,Jélrou (n) alkyIového řetězce mezi dvěma

methakrylátoWmi ĚJňotřáí.'i" jar<mire še póiornc podíváme na Vzorce v obr.1 . Zde n je počet

spojených etnyrent-'i7; ň;"6[. Éxperimelv s9_ neměří, jak je uvedeno, nýbrŽ provádějí, a

alkylmethakrylátové monomery jsou vb skutečňosti alkylen dimethakrylátové'

Za daleko důleŽitější však povaŽuji pozoruhodné změny celkové porozity při..pouŽití'různých

síťovadel' JestliŽe percentuální zasioupení monomerťr v polymerizaéní směsi obnáší vŽdy

35% váhoWch, očekávaná porozita oý [oo9 Tl:. TěJ" být-v rózsahu kolem 0,65 (=$$o7o)' Jak

je pak moŽné, Že nalezena poroziiá je az 8Oo/o? .to tótiz znamená, Že podíl polymeru v

monoIitu ,"p,"."ituj; j"."ň' 2Oo/o a otázka zní kam se podělo zbývajích_ 1?%. Jediné

vysvětleníjez mne ňápáoa j",i" porvmeniace neproběhla do úplné konverze' MoŽná se však

ni1iti' a autorka má mnohem plausibilnějšívysvětlení.

V této souvislosti bych rovněŽ rád připomenul, Že rŮzná síťovadla neovlivňují výsledek

polymerizace ;enom iozdíly u cneňicťé struktuře. Je třeba si uvědomit, Že se síťovadla liší

molární hmotností. To zname ná, Že molární koncentrace dvojných vazeb není stejná ve všech

polymerizujících systémech i kdyŽ vaňoú podíl siťovadla je konstatní. U směsí obsahujících

síťovadla s vyšší molární hmotn-ostil" 
"ár.9w.obsah 

dvojhýcn vazeb ve směsi niŽší' To pak

óuiunu'" rineii*u polymerizace i stupeň sesítění polymeru.

Zavýznamné pozitivum této části povaŽuji studii opakovatelnosti přípravy monolitických kolon'

odpůrci monolitů často argu'"niuji ;e;ión T.aJoY reprodukovalností kvůIi jejich individuální

přípravě. Přitom záměrně nénerou-í.iuánu fakt, Že i plncne kolony se vyrábějí kaŽdá zvlášť.

Autorka vsax zoe 1a.ňJ JoŘ"'uje, Že totó osoeování je bezpředmětné a.monolitické kolony lze

připravovat reprodurovatelně. pooóÉňý uýsledg! byl-publikován v minulosti (J. Chromatogr' A

1140, 14o, 2oo7\ a tato práce ňo 
'u plném iozsahu potvrzuje s pouŽitím nových

polymerizačních směsí.

Další kapitola se věnuje vlivu síťujícího monomeru. na účinnost v HlLlC modu' Tato část je

rnýznamná ze;mána tíň, Že pooooiiý ýzrum nebyl 
'dosud 

prováděn' Získané výsIedky jsou

za1imavéi tím, Žé áňonstrrjji moinbst'přípravy dóstatečně účinných monolitických kolon pro

separace v HlLlC ňodu. oopórueuji"sári nápouziu"t ,,zvětšení" k charakterizaci SEM fotografii

il;il;š;;; -T^*r6óffi;;i__-
The Molecular Foundry Fax (510) 4867413

E.o. Lawrence aertáiáy National Laboratory Email: fsvec@lbl'gov

1 Cyclotron Rd. 
*'-' '-"_ 

. 
' http://svec'lbl'gov/

Beri<eleY, CA 94720-81 39' USA



průřezu kolon. KaŽdá změna velikosti obrázku totiŽ vede ke změně nominálního zvětšení. Aby
se tomuto zamezilo, jsou v obrázcích zahrnuty úsečky s označením jejich skutečné délky.
Jejich velikost se pak mění Úměrně změnám Ve velikosti obrázku a lze z nich snadno vidět
velikost ukázaných struktur.

Kapitola pátá je pak do jisté míry pokračováním kapitoly předchozí a popisuje vliv délky kolony
na účinnost HlLlC separací. DůleŽité je, Že autorka vtipně pouŽila tento přístup k posouzení
příspěvku mimokolonoqých objemů na rozmývání píků, a tedy na účinnost celého separačního
systému. Týo objemy representují vážný problém soudobých chromatografických přístrojů
bránící snahám o zmenšovánívelikosti kolon.

Poslední kapitola pak shrnuje výsledky separací různých typů motekul s pouŽitím
monolitických kolon. Začíná perfekní demonstrací velmi rychlých isokratických separací
alkylbenzenů v reverzně-Íázovém modu a směsi polárních látek v Hlllc modu. Ani separace
bílkovin nezůstaly opomenuty a demostrují pouŽitelnost někteých kolon pro velmi kvalitní a
rychlé separace. Za vysvětlení snad stojí krátká doba po níŽ se objevuje negativní pík
rozpouštědla v panelu c) jeŽ je r4ýznamně kratší neŽ ty pozorované v ostatnich případech '

Jak jiŽ bylo zmíněno, můj celkouý dojem z předloŽené disertační práce je velmi pozitivní.
Autorka dokumentovala její schopnost provádět uýzkum na vysoké úrovni a publikovat jeho
výsledky. Proto vřele doporučuji přijmout tuto práci k obhajobě'

*w.*M\

Profesor František Svec Dr.Sc.

Frantisek Svec
The Molecular Foundry
E.O. Lawrence Berkeley National Laboratory
1 Cyclotron Rd.
Berkeley, CA 9472A-8139, USA

Phone: (510) 41 8 5174
Fax (510) 486 7413
Email: fsvec@lbl.gov
http.//svec. Ibl. gov/


