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tƻŘŠƪƻǾłƴƝ 

¢ǳǘƻ őłǎǘ ƳŞ ŘƛǇƭƻƳƻǾŞ ǇǊłŎŜ ōȅŎƘ ǊłŘ ǾŠƴƻǾŀƭ wb5ǊΦ IŀƴŠ YƻőƻǾŞ ±ƭőƪƻǾŞΣ tƘΦ5Φ /ƘǘŠƭ 

ōȅŎƘ Ƨƛ ǇƻŘŠƪƻǾŀǘ Ȋŀ ƴŜǇǌŜōŜǊƴŞ ƳƴƻȌǎǘǾƝ ǳȌƛǘŜőƴȇŎƘ ǊŀŘΣ Ȋŀ ƳƴƻƘƻ őŀǎǳΣ ƪǘŜǊȇ Ƴƛ 

ǾŠƴƻǾŀƭŀΣ Ȋŀ ƧŜƧƝ ǘǊǇŠƭƛǾƻǎǘ ŀ ƴŜƧǾƝŎŜ Ȋŀ ƧŜƧƝ ƻōŠǘŀǾȇ ǇǌƝǎǘǳǇΣ ōŜȊ ƪǘŜǊŞƘƻ ōȅ ǘŀǘƻ ǇǊłŎŜ 

ƴŜǾȊƴƛƪƭŀΦ 5łƭŜ ōȅŎƘ ǊłŘ ǇƻŘŠƪƻǾŀƭ ƛ ƻǎǘŀǘƴƝƳ ǇǊŀŎƻǾƴƝƪǻƳ YŀǘŜŘǊȅ ŀƴŀƭȅǘƛŎƪŞ ŎƘŜƳƛŜΣ 
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ȊƪǳǑŜƴƻǎǘƛ ŀ ǳȌƛǘŜőƴŞ ǊŀŘȅΦ 
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Abstrakt 

¦ƴƛǾŜǊȊƛǘŀ YŀǊƭƻǾŀΣ CŀǊƳŀŎŜǳǘƛŎƪł Ŧŀƪǳƭǘŀ Ǿ IǊŀŘŎƛ YǊłƭƻǾŞ 

YŀǘŜŘǊŀ ŀƴŀƭȅǘƛŎƪŞ ŎƘŜƳƛŜ 

YŀƴŘƛŘłǘΥ WƛǌƝ IǊƻƳłŘƪƻ 

~ƪƻƭƛǘŜƭΥ wb5ǊΦ Iŀƴŀ YƻőƻǾł ±ƭőƪƻǾłΣ tƘΦ5Φ 

błȊŜǾ ŘƛǇƭƻƳƻǾŞ ǇǊłŎŜΥ ±ȇǾƻƧ ¦It[/-M{κa{ ƳŜǘƻŘȅ ŀ ǇƻǎǘǳǇǳ ǇǌƝǇǊŀǾȅ ǾȊƻǊƪǻ ǇǊƻ 

ǎǘŀƴƻǾŜƴƝ ǎǘŜǊƻƛŘƴƝŎƘ ƭłǘŜƪ Ǿ ǇƻǘƪŀƴƝ ǇƭŀǎƳŠ 

 

5ƛǇƭƻƳƻǾł ǇǊłŎŜ ǎŜ ȊŀōȇǾł ǾȇǾƻƧŜƳ ¦It[/-a{κa{ ƳŜǘƻŘȅ ǇǊƻ ŀƴŀƭȇȊǳ от ǎǘŜǊƻƛŘƴƝŎƘ 

ƭłǘŜƪ Ǿ ǇƻǘƪŀƴƝ ǇƭŀzƳŠ a optimalizacƝ ǵǇǊŀǾȅ ǾȊƻǊƪǳ ǇƻƳƻŎƝ PP. 

!ƴŀƭȅȊƻǾŀƴŞ ƭłǘƪȅ ȊŀƘǊƴǳƧƝ Ƨŀƪ ǎǘǊǳƪǘǳǊƴŠ ǾŜƭƳƛ ǇƻŘƻōƴŞ ƭłǘƪȅ ƭƛǑƝŎƝ ǎŜ ǇƻőǘŜƳ 

ƘȅŘǊƻȄȅƭƻǾȇŎƘ őƛ ƪŜǘƻƴƛŎƪȇŎƘ ŦǳƴƪőƴƝŎƘ ǎƪǳǇƛƴΣ ǘŀƪ ƛzƻƳŜǊƴƝ ŀ ǾȊłƧŜƳƴŠ ƛzƻōŀǊƛŎƪŞ 

ǎƭƻǳőŜƴƛƴȅΦ tǊƻǘƻȌŜ ǘȅǘƻ ƭłǘƪȅ ǾŜƭƳƛ ǎƴŀŘƴƻ ƻŘǑǘŠǇǳƧƝ ƳƻƭŜƪǳƭǳ ǾƻŘȅΣ v MS spektru 

ƳƻƘƻǳ ōȇǘ ǇŀǘǊƴŞ ǇǊŜƪǳǊȊƻǊƻǾŞ ionty se stejnou m/z ǇǊƻ ǊǻȊƴŞ ƭłǘƪȅΦ ½ ǘŠŎƘǘƻ ŘǻǾƻŘǻ 

byla ȊŎŜƭŀ ȊłǎŀŘƴƝ ǇŜőƭƛǾł ŀ ǇƻŘǊƻōƴł ŎƘŀǊŀƪǘŜǊƛȊŀŎŜ ǇǊŜƪǳǊȊƻǊǻΣ ƴłǎƭŜŘƴŞ ǇǊƻǾŜŘŜƴƝ 

ǎƪŜƴǳ ǇǊƻŘǳƪǘƻǾȇŎƘ ƛƻƴǘǻ ŀ ǾȇōŠǊ ǾƘƻŘƴȇŎƘ {wa ǇǌŜŎƘƻŘǻΦ  

DǻƭŜȌƛǘł ōȅƭŀ ǘŀƪŞ separace ƪǊƛǘƛŎƪȇŎƘ ǎƭƻǳőŜƴƛƴ ǎŜ ǎǘŜƧƴƻǳ m/z ǇǊƻ ǇǊŜƪǳǊȊƻǊƻǾŞ ƛƻƴǘȅΦ 

V ǇǊǾƴƝ ŦłȊƛ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊŀŎŜ ōȅƭ ǇǊoveden screening 7 kolon. Bȅƭƻ ǾȅǳȌƛǘƻ ƎǊŀŘƛŜƴǘƻǾŞ ŜƭǳŎŜ 

ƳƻōƛƭƴƝ ŦłȊe ACN/0,1 % FA v rozsahu 5 - 98 % ACN. bŀ ȊłƪƭŀŘŠ ǾȇǎƭŜŘƪǻ byla provedena 

pƻŘǊƻōƴł ƻǇǘƛƳŀƭƛȊŀŎŜ ƎǊŀŘƛŜƴǘǳ ƳƻōƛƭƴƝ ŦłȊŜΦ Wŀƪƻ ƻǇǘƛƳłƭƴƝ ōȅƭŀ ǾȅōǊłƴŀ ƪƻƭƻƴŀ 

Cortecs C18Σ ƪŘŜ ǾŠǘǑƛƴŀ ŀƴŀƭȅǘǻ eluovala v gradientu 35 ς 60 % ACNΦ 5Şƭƪŀ ŀƴŀƭȇȊȅ ōȅƭŀ 

18 min s 2 ƳƛƴǳǘƻǾƻǳ ŜƪǾƛƭƛōǊŀŎƝ ƪƻƭƻƴȅΦ   

błǎƭŜŘƴŠ ōȅƭ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊƻǾłƴ postup ǇǊƻǘŜƛƴƻǾł ǇǊŜŎƛǇƛǘŀŎŜ. Program MODDE ōȅƭ ǇƻǳȌƛǘ 

pro ƴłǾǊƘ a ǾȅƘƻŘƴƻŎŜƴƝ ŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘǳΦ ¢ŜǎǘƻǾłƴȅ ōȅƭȅ ƴłǎƭŜŘǳƧƝŎƝ Ŧaktory: typ a objem 

ǇǊŜŎƛǇƛǘŀőƴƝƘƻ őƛƴƛŘƭŀΣ őŀǎ ǇǊŜŎƛǇƛǘŀŎŜ ŀ ŎŜƴǘǊƛŦǳƎŀŎŜΦ Wŀƪƻ ǾƘƻŘƴŞ ǇǊŜŎƛǇƛǘŀőƴƝ őƛƴƛŘƭƻ 

ōȅƭ ǾȅōǊłƴ ŀŎŜǘƻƴƛǘǊƛƭ Ǿ objemu 1000 ˃l na 100 ˃ l plazmy. Doba precipitace byla 10 minut 

ŀ ǇǊŜŎƛǇƛǘłǘ ōȅƭ ŎŜƴǘǊƛŦǳƎƻǾłƴ р Ƴƛƴǳǘ Ǉǌƛ уϲ/ a 14000 RPM. bŀ ȊłǾŠǊ bylo provedeno 

ƻǾŠǌŜƴƝ ƴŠƪǘŜǊȇŎƘ ǾŀƭƛŘŀőƴƝŎƘ ǇŀǊŀƳŜǘǊǻΦ  

YƭƝőƻǾł ǎƭƻǾŀΥ steroidy, UHPLC-a{κa{Σ ǇǊƻǘŜƛƴƻǾł ǇǊŜŎƛǇƛǘŀŎŜΣ ǇƭŀǎƳŀΣ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊŀŎŜ

https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/redir.php?id=4733217944dfd6c2aeb5a2812cfd2b14&tid=1&redir=detail&did=205635
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Abstract 

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec KrłlovŞ 

Department of Analytical Chemistry 

CandidateΥ WƛǌƝ IǊƻƳłŘƪƻ 

SupervisorΥ wb5ǊΦ Iŀƴŀ YƻőƻǾł ±ƭőƪƻǾł tƘΦ5Φ 

Title of Diploma Thesis: Development UHPLC-MS/MS method and sample preparation 
procedure for the determination of steroid compounds in rat plasm 

 

The diploma thesis deals with the development of the UHPLC-MS/MS method for the 

analysis of 37 steroids in plasma and optimization of sample preparation using PP. 

The analytes include structurally very similar substances with different numbers of 

hydroxyl or ketonic functional groups, isomeric and mutually isobaric compounds. Since 

these substances cleave water molecules very easily, precursor ions with one m/z for 

different substances can be found in the MS spectrum. For these reasons, careful and 

detailed characterization of the precursors, subsequent scanning of the product ions, 

and selection of additional SRM transitions were essential. 

Separation of critical compounds with the same m/z for precursor ions was of 

importance. The optimization started with the screening of 7 columns using gradient 

elution of the mobile phase ACN/0.1 % FA in the range of 5 - 98% ACN. Based on the 

results, an optimization of the mobile phase gradient was performed. The Cortecs C18 

column was optimal. Most of the analytes eluted in a gradient of 35 ς 60 % ACN. The 

duration of the analysis was 18 minutes with 2 minute column equilibration. 

Subsequently, the protein precipitation was optimized. The MODDE software was used 

to design and evaluate the experiment. The following factors were tested: the type and 

volume of the precipitating agent, time of precipitation and of centrifugation. 

!ŎŜǘƻƴƛǘǊƛƭŜ ƛƴ ŀ ǾƻƭǳƳŜ ƻŦ мллл ˃ƭ ǇŜǊ млл ˃ƭ ƻŦ ǇƭŀǎƳŀ ǿŀǎ ŎƘƻǎŜƴ ŀǎ ŀ ǎǳƛǘŀōƭŜ 

precipitating agent. The precipitation time was 10 minutes and the precipitate was 

ŎŜƴǘǊƛŦǳƎŜŘ ŦƻǊ р ƳƛƴǳǘŜǎ ŀǘ у ϲ/ ŀƴŘ мпΣллл RPM. Finally, verification of certain 

validation parameters was demonstrated. 

Key words: steroids, UHPLC-MS / MS, protein precipitation, plasma, optimization 
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Seznam zkratek 

ACN Acetonitril 

APCI /ƘŜƳƛŎƪł ƛƻƴƛȊŀŎŜ Ȋŀ ŀǘƳƻǎŦŜǊƛŎƪŞƘƻ ǘƭŀƪǳ 

API LƻƴƛȊŀŎŜ Ȋŀ ŀǘƳƻǎŦŜǊƛŎƪŞƘƻ ǘƭŀƪǳ 

APPI CƻǘƻƛƻƴƛȊŀŎŜ Ȋŀ ŀǘƳƻǎŦŜǊƛŎƪŞƘƻ ǘƭŀƪǳ 

BEH IȅōǊƛŘƴƝ ǎƻǊōŜƴǘ ǎ ŜǘƘȅƭŜƴƻǾȇƳƛ Ƴǻǎǘƪȅ 

BPEOS 

BTEE 

Polyethoxysilan 

Bis(triethoxysilyl)ehan 

CE YƻƭƛȊƴƝ ŜƴŜǊƎƛŜ 

CID YƻƭƛȊƴŠ ƛƴŘǳƪƻǾŀƴł ŘƛǎƻŎƛŀŎŜ 

CSH IȅōǊƛŘƴƝ ǇƻǾǊŎƘƻǾŠ ƴŀōƛǘł őłǎǘƛŎŜ 

CV bŀǇŠǘƝ ƴŀ ǾǎǘǳǇƴƝƳ ƪǳȌŜƭǳ 

EI 9ƭŜƪǘǊƻƴƻǾł ƛƻƴƛȊŀŎŜ 

ESI Ionizace elektrosprejem 

F5 Pentafluorofenyl 

FA YȅǎŜƭƛƴŀ ƳǊŀǾŜƴőƝ 

FT-ICR LƻƴǘƻǾł ŎȅƪƭƻǘǊƻƴƻǾł ǊŜȊƻƴŀƴŎŜ ǎ CƻǳǊƛŜǊƻǾƻǳ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀŎƝ 

GC tƭȅƴƻǾł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ 

HIC HydǊƻŦƽōƴƝ ƛƴǘŜǊŀƪőƴƝ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ 

HILIC IȅŘǊƻŦƛƭƴƝ ƛƴǘŜǊŀƪőƴƝ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ 

HPLC 

HRMS 

±ȅǎƻƪƻǵőƛƴƴł ƪŀǇaƭƛƴƻǾł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ 

±ȅǎƻƪƻǊƻȊƭƛǑƻǾŀŎƝ ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝ ǎǇŜƪǘǊƻƳŜǘǊƛŜ  

IEC LƻƴǘƻǾȇƳŠƴƴł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ 

IT LƻƴǘƻǾł Ǉŀǎǘ 

LC YŀǇŀƭƛƴƻǾł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ 

LLE Extrakce z kapaliny do kapaliny 

Log P 

LOQ 

wƻȊŘŠƭƻǾŀŎƝ ƪƻŜŦƛŎƛŜƴǘ 

Limit kvantifikace 

m/z MonoisƻǇƛŎƪł ƘƳƻǘƴƻǎǘ 

MA /Ƙȅōŀ ǳǊőŜƴƝ 
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MALDI LƻƴƛȊŀŎŜ Ȋŀ ǵőŀǎǘƛ ƳŀǘǊƛŎŜ 

MeOH Methanol 

MS 

MS/MS 

IƳƻǘƴƻǎǘƴƝ ǎǇŜƪǘǊƻƳŜǘǊƛŜ 

¢ŀƴŘŜƳƻǾł ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝ ǎǇŜƪǘǊƻƳŜǘǊƛŜ 

n/a bŜŘƻǎǘǳǇƴŞ 

NPC YŀǇŀƭƛƴƻǾł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ Ǿ ǎȅsǘŞƳǳ ƴƻǊƳłƭƴƝŎƘ ŦłȊƝ 

PFP Pentafluorofenyl 

pKa ½łǇƻǊƴȇ ƭƻƎŀǊƛǘƳǳǎ ŘƛǎƻŎƛŀőƴƝ ƪƻƴǎǘŀƴǘȅ 

PP tǊƻǘŜƛƴƻǾł ǇǊŜŎƛǇƛǘŀŎŜ 

Q YǾŀŘǊǳǇƽƭ 

QqQ ¢ǊƻƧƛǘȇ ƪǾŀŘǊǳǇƽƭ 

QTOF YǾŀŘǊǳǇƽƭ ǾŜ ǎǇƻƧŜƴƝ ǎ aƴŀƭȅȊłǘƻǊŜƳ Řƻōȅ ƭŜǘǳ 

RP18 wŜǾŜǊȊƴƝ ŦłȊŜ ǎ /му ǌŜǘŠȊŎŜƳ 

RPC YŀǇŀƭƛƴƻǾł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ Ǿ ǎȅsǘŞƳǳ ǊŜǾŜǊȊƴƝŎƘ ŦłȊƝ 

RPM 

SD 

hǘłőƪȅ Ȋŀ Ƴƛƴǳǘǳ 

{ƳŠǊƻŘŀǘƴł ƻŘŎƘȅƭƪŀ 

SEC 

SIL-ISs 

aƻƭŜƪǳƭƻǾł ǾȅƭǳőƻǾŀŎƝ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ 

5ŜǳǘŜǊƛƛ ȊƴŀőŜƴŞ ǎǘŀƴŘŀǊŘȅ 

SIM {ŜƭŜƪǘƛǾƴƝ ȊłȊƴŀƳ ƧŜdƴƻƘƻ ƴŜōƻ ǾƝŎŜ ƛƻƴǘǻ 

SPE 9ȄǘǊŀƪŎŜ ƴŀ ǘǳƘŞ ŦłȊƛ 

SRM {ŜƭŜƪǘƛǾƴƝ ȊłȊƴŀƳ ǊŜŀƪŎŜ 

TEOS Tetraethoxysilan 

TOF !ƴŀƭȅȊłǘƻǊ Řƻōȅ ƭŜǘǳ 

UHPLC Ultra-Ǿȅǎƻƪƻǵőƛƴƴł ƪŀǇŀƭiƴƻǾł ŎƘǊƻƳatografie 

UV-VIS 
 

Ultrafialovo-ǾƛŘƛǘŜƭƴł ƻōƭŀǎǘ 
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1. ̈ ǾƻŘ 

{ǘŜǊƻƛŘƴƝ ƘƻǊƳƻƴȅ ƳŀƧƝ ŦǳƴƪŎƛ ŎƘŜƳƛŎƪȇŎƘ ǇƻǎƭǻΦ Wǎƻǳ ǘƻ ƭłǘƪȅ ǎȅƴǘŜǘƛȊƻǾŀƴŞ ǾƴƛǘǌƴƝƳƛ 

ȌƭłȊŀƳƛΣ ƪǘŜǊŞ Ƨǎƻǳ ƴłǎƭŜŘƴŠ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘƻǾłƴȅ ǇƻƳƻŎƝ ƪǊŜǾƴƝƘƻ ǌŜőƛǑǘŠ Řƻ ƳƝǎǘŀ ǇǻǎƻōŜƴƝ. 

Prekurzorem steroidƴƝŎƘ ƘƻǊƳƻƴǻ ƧŜ ŎƘƻƭŜǎǘŜǊƻƭΦ tǌŜƳŠƴŀ ŎƘƻƭŜǎǘŜǊƻƭǳ Ǿ ŘŀƭǑƝ ǎǘŜǊƻƛŘƴƝ 

ƭłǘƪȅ ǎŜ ƴŀȊȇǾł ǎǘŜǊƻƛŘƻƎŜƴŜȊŜΦ ½łƪƭŀŘŜƳ ŎƘŜƳƛŎƪŞ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ ƧŜ ƎƻƴŀƴΣ ƪǘŜǊȇ ƧŜ ǊǻȊƴŠ 

ǎǳōǎǘƛǘǳƻǾłƴΦ aŜȊƛ ǎǘŜǊƻƛŘƴƝ ƘƻǊƳƻƴȅ ǌŀŘƝƳŜ ǇƻƘƭŀǾƴƝ ƘƻǊƳƻƴȅ όŀƴŘǊƻƎŜƴȅΣ ŜǎǘǊƻƎŜƴȅΣ 

ǇǊƻƎŜǎǘƛƴȅύ ŀ ƘƻǊƳƻƴȅ ƪǻǊȅ ƴŀŘƭŜŘǾƛƴŜƪ όƳƛƴŜǊŀƭƻƪƻǊǘƛƪƻƛŘȅ ŀ ƎƭǳƪƻƪƻǊǘƛƪƻƛŘȅύ [33 - 

36]. 

{ǘŜǊƻƛŘƴƝ ƭłǘƪȅ Ƨǎƻǳ ǾŠǘǑƛƴƻǳ ƪǊȅǎǘŀƭƛŎƪŞ ƭłǘƪȅ ōƝƭŞ ƴŜōƻ ƴŀȌƭƻǳǘƭŞ ōŀǊǾȅΦ ½ hlediska 

ŦȅȊƛƪłƭƴŠ ŎƘŜƳƛŎƪȇŎƘ ǾƭŀǎǘƴƻǎǘƝ ǎŜ ƧŜŘƴł ƻ ƭƛǇƻŦƛƭƴƝ ƭłǘƪȅ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊǳ ǎƭŀōȇŎƘ ƪȅǎŜƭƛƴΦ 

±ȊƘƭŜŘŜƳ ƪŜ ǎǾŞ ƭƛǇƻŦƛƭƛǘŠ Ƨǎƻǳ ǊƻȊǇǳǎǘƴŞ Ǿ ƻǊƎŀƴƛŎƪȇŎƘ ǊƻȊǇƻǳǑǘŠŘƭŜŎƘ ǘȅǇǳ ƳŜǘƘŀƴƻl, 

ŀŎŜǘƻƴƛǘǊƛƭΦ bƛŎƳŞƴŠ, ƧŜƭƛƪƻȌ Ƨǎƻǳ ǇǊƻ ǘȅǘƻ ƭłǘƪȅ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊƛǎǘƛŎƪŞ ƘȅŘǊƻȄȅƭƻǾŞ ŀ ƪŜǘƻƴƛŎƪŞ 

ǎƪǳǇƛƴȅ ƴŀǾłȊŀƴŞ ƴŀ ȊłƪƭŀŘƴƝƳ ǳƘƭƻǾƻŘƝƪƻǾŞƳ ǎƪŜƭŜǘǳΣ ǊƻǎǘŜ ƛ ǊƻȊǇǳǎǘƴƻǎǘ ǘŠŎƘǘƻ ƭłǘŜƪ 

ǾŜ ǾƻŘŠ Ǿ ȊłǾƛǎƭƻǎǘƛ ƴŀ ȊǾȅǑǳƧƝŎƝƳ ǎŜ Ǉƻőǘǳ ǇǊłǾŠ ǘŠŎƘǘƻ ǎǳōǎǘƛǘǳŜƴǘǻ [33, 45, 46].     

tǌƛ ŀƴŀƭȇȊŜ ǎǘŜǊƻƛŘǻ ƳǻȌŜ ŘƻŎƘłȊŜǘ ƪŜ ƪǌƝȌƻǾȇƳ ƛƴǘŜǊŦŜǊŜƴŎƝƳΣ ƧŜƭƛƪƻȌ ǎŜ őŀǎǘƻ ƧŜŘƴł ƻ 

ƭłǘƪȅ ƛȊƻōŀǊƛŎƪŞΣ ǎǘŜǊŜƻƛȊƻƳŜǊƴƝ ŀ ƭƛǑƝŎƝ ǎŜ ǇƻǳȊŜ ǇƻőǘŜƳ ƘȅŘǊƻȄȅƭƻǾȇŎƘ ƴŜōƻ 

ƪŜǘƻƴƛŎƪȇŎƘ ǎƪǳǇƛƴΦ ¢ȅǘƻ ǎƪǳǇƛƴȅ ǎŜ ǾǑŀƪ őŀǎǘƻ ƻŘǑǘŠǇǳƧƝ ŀ ǊǻȊƴŞ ƭłǘƪȅ ƳƻƘƻǳ Ǉƻǎkytovat 

ǎǘŜƧƴŞ ǇǊŜƪǳǊȊƻǊƻǾŞ ƛƻƴǘȅΦ ½ ǘŠŎƘǘƻ ŘǻǾƻŘǻ ƧŜ ǇǊƻ ƧŜƧƛŎƘ ŀƴŀƭȇȊǳ ȊŀǇƻǘǌŜōƝ ǎŜƭŜƪǘƛǾƴƝŎƘ 

ŀƴŀƭȅǘƛŎƪȇŎƘ ƳŜǘƻŘΦ 

½ƭŀǘȇƳ ǎǘŀƴŘŀǊŘŜƳ Ǿ ŀƴŀƭȇȊŜ ǎǘŜǊƻƛŘǻ ƧŜ ƪŀǇŀƭƛƴƻǾł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ ƴŜƧőŀǎǘŠƧƛ 

s ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝ ŘŜǘŜƪŎƝΦ ± ǎƻǳőŀǎƴŞ ŘƻōŠ ōȅƭŀ ǇǳōƭƛƪƻǾłƴŀ ŎŜƭł ǌŀŘŀ ¦It[/-MS/MS 

ƳŜǘƻŘ ȊŀōȇǾŀƧƝŎƝŎƘ ǎŜ ƧŜƧƛŎƘ ŀƴŀƭȇȊƻǳΦ ±ŠǘǑƛƴŀ Ȋ ǘŠŎƘǘƻ ƳŜǘƻŘ ǎŜ ȊŀōȇǾł ǇƻǳȊŜ 

ǾȅōǊŀƴȇmi ǎǘŜǊƻƛŘƴƝmi ƭłǘkamiΣ ƴƛƪƻƭƛ ǊƻȊǎłƘƭƻǳ ǎƪǳǇƛƴƻǳ ǎǘŜǊƻƛŘǻ Ƨŀƪƻ Ǿ ǘŞǘƻ ŘƛǇƭƻƳƻǾŞ 

ǇǊłŎŜ ώ47 - 56].
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2. /Ɲƭ ǇǊłŎŜ 

/ƝƭŜƳ ŘƛǇƭƻƳƻǾŞ ǇǊłŎŜ ƧŜ ǾȇǾƻƧ ƳŜǘƻŘȅ ǳƭǘǊŀ-ǾȅǎƻƪƻǵőƛƴƴŞ ƪŀǇŀƭƛƴƻǾŞ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ 

ό¦It[/ύ ǾŜ ǎǇƻƧŜƴƝ ǎ ǘŀƴŘŜƳƻǾƻǳ ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝ ŘŜǘŜƪŎƝ όa{κa{ύ ŀ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊŀŎŜ ǇƻǎǘǳǇǳ 

ǇǌƝǇǊŀǾȅ ǾȊƻǊƪǻ ǇǊƻ ǎǘŀƴƻǾŜƴƝ от ǎǘŜǊƻƛŘƴƝŎƘ ƭłǘŜƪ ǇŀǘǌƝŎƝŎƘ Řƻ ǎƪǳǇƛƴȅ ŀƴŘǊƻƎŜƴǻΣ 

ƎŜǎǘŀƎŜƴǻ, glukokortiƪƻƛŘǻ, ƳƛƴŜǊŀƭƻƪƻǊǘƛƪƻƛŘǻ ŀ ƧŜƧƛŎƘ ƳŜȊƛǇǊƻŘǳƪǘǻ ǎȅƴǘŞȊȅ Ǿ ǇƻǘƪŀƴƝ 

plazƳŠΦ 

tǊǾƴƝƳ ƪǊƻƪŜƳ ōȅƭƻ ȊƝǎƪłƴƝ ƛƴŦƻǊƳŀŎƝ ƻ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ŀƴŀƭȅǘŜŎƘΣ ȊŜƧƳŞƴŀ ƧŜƧƛŎƘ ǎǘǊǳƪǘǳǌŜ 

a ŦȅȊƛƪłƭƴŠ ŎƘŜƳƛŎƪȇŎƘ ǾƭŀǎǘƴƻǎǘŜŎƘ Ƨŀƪƻ ƴŀǇǌƝƪƭŀŘ ƳƻƭŜƪǳƭƻǾŞ ƘƳƻǘƴƻǎǘƛΣ ǇYŀ ŀ ƭƻƎ tΦ   

5ŀƭǑƝ ƪǊƻƪ ȊŀƘǊƴƻǾŀƭ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊŀŎƛ a{ ƳŜǘƻŘȅΦ bŜƧǇǊǾŜ ōȅƭȅ ǾȅōǊłƴȅ ǾƘƻŘƴŞ 

prekurzorovŞ ƛƻƴǘȅΦ błǎƭŜŘƻǾŀƭŀ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊŀŎŜ ǇŀǊŀƳŜǘǊǻ ƛƻƴǘƻǾŞƘƻ ȊŘǊƻƧŜΣ ƪǘŜǊł ōȅƭŀ 

ǇǊƻǾŜŘŜƴŀ ǇƻƳƻŎƝ ǎŜƭŜƪǘƛǾƴƝƘƻ ȊłȊƴŀƳǳ ƛƻƴǘǻ ό{LaύΦ tƻǘŞ ōȅƭ ǇǊƻǾŜŘŜƴ ǾȇōŠǊ ǾƘƻŘƴȇŎƘ 

ǇǊƻŘǳƪǘƻǾȇŎƘ ƛƻƴǘǻ ŀ ƻǇǘƛƳłƭƴƝŎƘ ƪƻƭƛȊƴƝŎƘ ŜƴŜǊƎƛƝΦ  

5ŀƭǑƝƳ ŀ őŀǎƻǾŠ ƴŜƧƴłǊƻőƴŠƧǑƝƳ ƪǊƻƪŜƳ ōȅƭŀ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊŀŎŜ ¦It[/ ƳŜǘƻŘȅΣ ƪǘŜǊł ǳƳƻȌƴƝ 

ǎŜǇŀǊŀŎƛ ŀƴŀƭȅǘǻ ǇƻǎƪȅǘǳƧƝŎƝ ǎǘŜƧƴŞ ǇǊŜƪǳǊȊƻǊƻǾŞ ionty a eliminuje tak ƳƻȌƴŞ ƪǌƝȌƻǾŞ 

interferenceΦ ¢Ŝƴǘƻ ƪǊƻƪ ȊŀƘǊƴƻǾŀƭ ǾȇōŠǊ ǾƘƻŘƴŞ ƪƻƭƻƴȅΣ ǇǊǻǘƻƪǳ ŀ ƎǊŀŘƛŜƴǘƻǾŞƘƻ 

ǇǊƻŦƛƭǳ ƳƻōƛƭƴƝ ŦłȊŜΦ ¢ŜǎǘƻǾłƴo bylo celƪŜƳ ƧŜŘŜƴłŎǘ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŎƪȇŎƘ ƪƻƭƻƴ. 

błǎƭŜŘƻǾŀƭŀ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊŀŎŜ ǇƻǎǘǳǇǳ ǇǌƝǇǊŀǾȅ ǾȊƻǊƪǻ ǇǊƻ ǎǘŀƴƻǾŜƴƝ ǎǘŜǊƻƛŘƴƝŎƘ ƭłǘŜƪ Ǿ 

ǇƻǘƪŀƴƝ ǇƭŀzƳŠΦ Wŀƪƻ ǘŜŎƘƴƛƪŀ ǇǌƝǇǊŀǾȅ ǾȊƻǊƪǻ ōȅƭŀ ǾȅōǊłƴŀ ǇǊƻǘŜƛƴƻǾł ǇǊŜŎƛǇƛǘŀŎŜ όttύ 

s ƴłǎƭŜŘƴȇƳ ƻŘǇŀǌŜƴƝƳ ŀ ǊŜƪƻƴǎǘƛǘǳŎƝΦ BŠƘŜƳ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊŀŎŜ ōȅƭ ǾȅōǊłƴ druh a objem 

ǇǊŜŎƛǇƛǘŀőƴƝƘƻ őƛƴƛŘƭŀ, őŀǎ ǇǊŜŎƛǇƛǘŀŎŜ ŀ ŎŜƴǘǊƛŦǳƎŀŎŜΦ tƻǎƭŜŘƴƝƳ ƪǊƻƪŜƳ ōȅƭƻ ƻǾŠǌŜƴƝ 

ǾȅōǊŀƴȇŎƘ ǾŀƭƛŘŀőƴƝŎƘ ǇŀǊŀƳŜǘǊǻΦ 

 

 
 



13 
 

3. ¢ŜƻǊŜǘƛŎƪł őłǎǘ 

3.1. Ultra Ǿȅǎƻƪƻǵőƛƴƴł ƪŀǇŀƭƛƴƻǾł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ ό¦It[/ύ  

¦It[/ ƧŜ ƧŜŘƴƝƳ Ȋ ǘǊŜƴŘǻ Ǿ ƻōƭŀǎǘƛ ƪŀǇŀƭƛƴƻǾŞ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜΦ ±ȅǳȌƝǾł ǎǘŜƧƴȇŎƘ ǇǊƛƴŎƛǇǻ 

ǇǊƻ ǎŜǇŀǊŀŎƛ ƭłǘŜƪ Ƨŀƪƻ It[/Σ ǘŜŘȅ ƻǇŀƪƻǾŀƴŞ ǳǎǘŀƭƻǾłƴƝ ǊƻǾƴƻǾłƘȅ ƳŜȊƛ ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝ 

(nepoƘȅōƭƛǾƻǳύ ŀ ƳƻōƛƭƴƝ όǇƻƘȅōƭƛǾƻǳ) ŦłȊƝΦ {ŜǇŀǊŀŎŜ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ƭłǘŜƪ ǇǊƻōƝƘł ƴŀ 

ȊłƪƭŀŘŠ ƻŘƭƛǑƴŞ ƛƴǘŜǊŀƪŎŜ ŀƴŀƭȅǘǻ ǎ ǘŠƳƛǘƻ ŘǾŠƳa ŦłȊŜƳƛ [1, 2]. 

¦It[/ ǾȅǳȌƝǾł ƪƻƭƻƴȅ ǎ őłǎǘƛŎŜƳƛ ƳŜƴǑƝƳƛ ƴŜȌ н ҡƳΣ ƪǘŜǊŞ ǳƳƻȌƶǳƧƝ ǾȅǑǑƝ ǎŜǇŀǊŀőƴƝ 

ǵőƛƴƴƻǎǘΣ ƭŜǇǑƝ ǊƻȊƭƛǑŜƴƝΣ ǾȅǑǑƝ citlivost a ƪǊŀǘǑƝ dobu ŀƴŀƭȇȊȅ ǾŜŘƻǳŎƝ ƪ ǾȅǑǑƝ ǇǊƻŘǳƪǘƛǾƛǘŠ 

ǇǌƝǎǘǊƻƧŜ Ǿ ǇƻǊƻǾƴłƴƝ ǎ It[/Φ {Ŝ ȊƪǊłŎŜƴƝƳ Řƻōȅ ŀƴŀƭȇȊȅ ȊłǊƻǾŜƶ ǎƻǳǾƛǎƝ ƴƛȌǑƝ ǎǇƻǘǌŜōŀ 

ƻǊƎŀƴƛŎƪȇŎƘ ǊƻȊǇƻǳǑǘŠŘŜƭ ǾŜŘƻǳŎƝ ƪŜ ǎƴƝȌŜƴƝ ǇǊƻǾƻȊƴƝŎƘ ƴłƪƭŀŘǻΦ 5ǻǎƭŜŘƪŜƳ ǾȅǳȌƛǘƝ 

ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝŎƘ ŦłȊƝ ǎ őłǎǘƛŎŜƳƛ ƳŜƴǑƝƳƛ ƴŜȌ н ҡƳ ƧŜ ǾȊƴƛƪ ǾȅǑǑƝƘƻ ȊǇŠǘƴŞƘƻ ǘƭŀƪǳ ƴŀ 

ƪƻƭƻƴŠΣ ŎƻȌ ǾȅȌŀŘǳƧŜ ǵǇǊŀǾǳ HP[/ ǎȅǎǘŞƳǳ ŀ ǾȅǳȌƛǘƝ ƻŘƻƭƴŠƧǑƝŎƘ ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝŎƘ ŦłȊƝ ώ2, 3]. 

 

Tabulka 1: tƻǊƻǾƴłƴƝ It[/ ŀ ¦It[/ ώ2, 4, 5]. 

Parametr HPLC UHPLC  
Tlak  < 400 bar > 400 bar, dnes i 1000-1300 bar 

tǊǻǘƻƪ  ml/min ҡƭκƳƛƴ 

tǊǻƳŠǊ őłǎǘƛŎ оΣ рΣ мл ҡƳ  ғ н ҡƳ 

±ƴƛǘǌƴƝ ǇǊǻƳŠǊ ƪƻƭƻƴ 3 - 5 mm 2,1 mm 

Rychlost pƻƳŀƭŜƧǑƝ ŀȌ фȄ ǊȅŎƘƭŜƧǑƝ 

Citlivost mŞƴŠ ŎƛǘƭƛǾł ŀȌ оȄ ŎƛǘƭƛǾŠƧǑƝ 

wƻȊƭƛǑŜƴƝ hƻǊǑƝ ǊƻȊƭƛǑŜƴƝ aȌ нȄ ƭŜǇǑƝ ǊƻȊƭƛǑŜƴƝ 

hǊƎŀƴƛŎƪł ǊƻȊǇƻǳǑǘŠŘƭŀ vȅǑǑƝ ǎǇƻǘǌŜōŀ aȌ млȄ ƴƛȌǑƝ ǎǇƻǘǌŜōŀ 

aƻōƛƭƴƝ ŦłȊŜ nƛȌǑƝ ƴłǊƻƪȅ ƴŀ őƛǎǘƻǘǳ vȅǑǑƝ ƴłǊƻƪȅ ƴŀ őƛǎǘƻǘǳ 

 
 

оΦмΦмΦ ¦It[/ ǎȅǎǘŞƳ 

aŜȊƛ ȊłƪƭŀŘƴƝ őłǎǘƛ ¦It[/ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦǳ ǎǘŜƧƴŠ Ƨŀƪƻ ǳ It[/ ǇŀǘǌƝ ȊłǎƻōƴƝƪȅ ƳƻōƛƭƴƝŎƘ 

ŦłȊƝΣ ǾȅǎƻƪƻǘƭŀƪŞ őŜǊǇŀŘƭƻΣ ǎƳŠǑƻǾŀőΣ ƻŘǇƭȅƶƻǾŀő ƳƻōƛƭƴƝ ŦłȊŜΣ ŘłǾƪƻǾŀő ǾȊƻǊƪǳΣ 

ƪƻƭƻƴƻǾȇ ǘŜǊƳƻǎǘŀǘ ǎ ƪƻƭƻƴƻǳΣ ŘŜǘŜƪǘƻǊ ŀ ǾȅƘƻŘƴƻŎƻǾŀŎƝ ȊŀǌƝȊŜƴƝ όǇƻőƝǘŀő ǎ ǾƘƻŘƴȇƳ 

softwarem). ¦It[/ ǎȅǎǘŞƳ ƳǳǎƝ ōȇǘ ƻŘƻƭƴȇ Ǿǻőƛ ǾȅǎƻƪŞƳǳ ȊǇŠǘƴŞƳǳ ǘƭŀƪǳ όŀȌ млл 

atŀύΣ ŎƻȌ ȊƴŀƳŜƴł ǾȅǳȌƛǘƝ ȊŜƧƳŞƴŀ ǘƭŀƪǳ ƻŘƻƭƴȇŎƘ ǾŜƴǘƛƭǻΣ ƪŀǇƛƭłǊΣ ǎǇƻƧǻ ŀ ȊłǊƻǾŜƶ 

ǊƻōǳǎǘƴƝƘƻ őŜǊǇŀŘƭŀ ŀ ŘłǾƪƻǾŀŎƝƘƻ ǎȅǎǘŞƳǳΦ ½ŎŜƭŀ ȊłǎŀŘƴƝ ƧŜ ǘŀƪŞ ƳƛƴƛƳŀƭƛȊŀŎŜ 
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ƳƛƳƻƪƻƭƻƴƻǾȇŎƘ ƻōƧŜƳǻ ŀ ǇǌŜǎƴŞ ŘłǾƪƻǾłƴƝ ǾŜƭƳƛ ƳŀƭȇŎƘ ƻōƧŜƳǻ ǾȊƻǊƪǳΦ ¦It[/ 

ǾȅǳȌƝǾł ŘŜǘŜƪǘƻǊȅ ǇǊƛƴŎƛǇƛłƭƴŠ ǎƘƻŘƴŞ ǎ It[/Σ ƴŀǇǌΦ ¦±-±L{Σ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴƝ detektor, 

ǊŜŦǊŀƪǘƻƳŜǘǊƛŎƪȇ ŘŜǘŜƪǘƻǊΣ ŘŜǘŜƪǘƻǊȅ ƴŀ ōłȊƛ ŀŜǊƻǎƻƭǳ ŀ ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝ ǎǇŜƪǘǊƻƳŜǘǊΦ 

bƛŎƳŞƴŠ ǇǊƻ ¦It[/ ŘŜǘŜƪǘƻǊȅ ƧŜ ȊłǎŀŘƴƝ ƳƛƴƛƳŀƭƛȊŀŎŜ ƻōƧŜƳǳ ŘŜǘŜƪőƴƝ ŎŜƭȅ ŀ Ǿȅǎƻƪł 

ǊȅŎƘƭƻǎǘ ǎōŠǊǳ Řŀǘ ǇǊƻ ȊƝǎƪłƴƝ ŘƻǎǘŀǘŜőƴŞƘƻ Ǉƻőǘǳ ōƻŘǻ ǇǌŜǎ ǇƝƪ ώ2, 3, 6 ,7]. 

 

 

hōǊłȊŜƪ м: {ŎƘŞƳŀǘƛŎƪŞ ȊƴłȊƻǊƴŠƴƝ ƪŀǇŀƭƛƴƻǾŞƘƻ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦǳ ώ8]. 

 

оΦмΦнΦ {ǘŀŎƛƻƴłǊƴƝ ŦłȊŜ 

tƻŘƭŜ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊǳ ƳƻōƛƭƴƝ ŀ ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝ ŦłȊŜ ǊƻȊƭƛǑǳƧŜƳŜ ƴŠƪƻƭƛƪ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŎƪȇŎƘ 

ƳƽŘǻΦ bŜƧőŀǎǘŠƧƛ ǇƻǳȌƝǾŀƴł ƧŜ ǎŜǇŀǊŀŎŜ ƴŀ ǊŜǾŜǊȊƴƝ ŦłȊƛ όwt/ύΦ aŜȊƛ ŘŀƭǑƝ ƳƽŘȅ ǇŀǘǌƝ 

ǎŜǇŀǊŀŎŜ ƴŀ ƴƻǊƳłƭƴƝ ŦłȊƛ όbt/ύΣ ƛƻƴǘƻǾŠ ǾȇƳŠƴƴł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ όL9/ύΣ mƻƭŜƪǳƭƻǾł 

ǾȅƭǳőƻǾŀŎƝ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ ό{9/ύΣ vƝŎŜƳƻŘłƭƴƝ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ όaƛȄŜŘ-mode 

chromatography), iƻƴǘƻǾŠ ǇłǊƻǾł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜΣ hȅŘǊƻŦƻōƴƝ ƛƴǘŜǊŀƪőƴƝ 

chromatografie (HIC) a chiǊłƭƴƝ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜΦ tƻǳȌƛǘƝ ǾŠǘǑƛƴȅ Ȋ ǘŠŎƘǘƻ ǎŜǇŀǊŀőƴƝŎƘ 

ƳƽŘǳ ǎ ǾȇƧƛƳƪƻǳ wt/ ƧŜ ȊƴŀőƴŠ ƪƻƳǇƭƛƪƻǾŀƴŞ ŀȌ ƴŜǾƘƻŘƴŞ ǾŜ ǎǇƻƧŜƴƝ ǎ ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝ 

ŘŜǘŜƪŎƝΦ {ŜǇŀǊŀŎŜ ƴŀ ƴƻǊƳłƭƴƝ ŦłȊƛ ƧŜ ȊŀƭƻȌŜƴŀ ƴŀ ǾȅǳȌƛǘƝ ǇƻƭłǊƴƝ ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝ ŦłȊŜ ŀ 

ƴŜǇƻƭłǊƴƝ ƳƻōƛƭƴƝ ŦłȊŜ ŀ ƧŜ ǾȅǳȌƝǾłƴŀ ƪ ǎŜǇŀǊŀŎƛ ǇƻƭłǊƴƝŎƘ ŀƴŀƭȅǘǻΦ ½ ŘǻǾƻŘǳ ǇƻǳȌƛǘƝ 

ƴŜǇƻƭłǊƴƝŎƘ ǊƻȊǇƻǳǑǘŠŘŜƭ ǘŀǘƻ ǘŜŎƘƴƛƪŀ ƴŜƴƝ ǘŀƪŞ ǾƘƻŘƴł ǇǊƻ ǎǇƻƧŜƴƝ ǎ ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝ 
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ǎǇŜƪǘǊƻƳŜǘǊƛƝΦ ± ǇƻǎƭŜŘƴƝŎƘ ƴŠƪƻƭƛƪŀ ƭŜǘŜŎƘ ōȅƭŀ bt/ ƴŀƘǊŀȊŜƴŀ ƘȅŘǊƻŦƛƭƴƝ ƛƴǘŜǊŀƪőƴƝ 

ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛƝ όIL[L/ύΦ IL[L/ ǎŜ ǾȅǳȌƝǾł ƪ ŀƴŀƭȇȊŜ ǇƻƭłǊƴƝŎƘ ƭłǘŜƪΣ ƪǘŜǊŞ Ƨǎƻǳ ǊƻȊŘŠƭƻǾłƴȅ 

ƳŜȊƛ ǇƻƭłǊƴƝ ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝ ŦłȊƝ όƴŀǇǌΦ ǎƛƭƛƪŀƎŜƭΣ ǎƛƭƛƪŀƎŜƭ ǎ ƴŀǾłȊŀƴƻǳ ǇƻƭłǊƴƝ ŦǳƴƪőƴƝ 

ǎƪǳǇƛƴƻǳύ ŀ ƳƻōƛƭƴƝ ŦłȊƝ ǎƭƻȌŜƴƻǳ Ȋ ǾȅǎƻƪŞƘƻ ǇƻŘƝƭǳ ŀŎŜǘƻƴƛǘǊƛƭǳ ŀ ƳŀƭŞƘƻ ǇƻŘƝƭǳ ǾƻŘȅ 

[3, 4, 6, 9, 10]. 

Separace na rŜǾŜǊȊƴƝ ŦłȊƛ ƧŜ ǘȅǇ ǳǎǇƻǌłŘłƴƝ ƪŀǇŀƭƛƴƻǾŞ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜΣ ƪŘȅ ƳƻōƛƭƴƝ ŦłȊŜ 

ƧŜ ǇƻƭłǊƴƝΣ ȊŀǘƝƳŎƻ ŦłȊŜ ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝ Ƴł ŎƘŀǊŀƪǘŜǊ ƴŜǇƻƭłǊƴƝΦ {ǘŀŎƛƻƴłǊƴƝ ŦłȊŜ ƴŜƧőŀǎǘŠƧƛ 

ƻōǎŀƘǳƧŜ ŘƭƻǳƘȇ ǳƘƭƝƪŀǘȇ ǌŜǘŠȊŜŎ ό/муύ ƴŀǾłȊŀƴȇ ƴŀ ǇƻǾǊŎƘ ƴƻǎƛőŜΦ aƻōƛƭƴƝ ŦłȊŜ je ǎƳŠǎ 

ǾƻŘƴŞ ŀ ǇƻƭłǊƴƝ ƻǊƎŀƴƛŎƪŞ ǎƭƻȌƪȅ ǘǾƻǌŜƴŞ ƴŀǇǌƝƪƭŀŘ acetonitrilem a methanolem. 

WŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ƭłǘƪȅ Ƨǎƻǳ ŜƭǳƻǾłƴȅ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ƧŜƧƛŎƘ ǇƻƭŀǊƛǘȅ ƻŘ ǾȅǎƻŎŜ ǇƻƭłǊƴƝŎƘ ŀȌ Ǉƻ ǾȅǎƻŎŜ 

ƴŜǇƻƭłǊƴƝΦ ¢Ŝƴǘƻ ǎŜǇŀǊŀőƴƝ ƳƽŘ ōȇǾł ŘƝƪȅ ǎǾŞ ǳƴƛǾŜǊȊłƭƴƻǎǘƛ ƳŜǘƻŘƻǳ ǇǊǾƴƝ Ǿƻƭōȅ Ǉǌƛ 

ǾȇǾƻƧƛ ŀ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊŀŎƛ ƴƻǾŞ [/ ƳŜǘƻŘȅ [3 - 6]. 

{ǘŀŎƛƻƴłǊƴƝ ŦłȊŜ ƭȊŜ ǘŀƪŞ ǊƻȊŘŠƭƛǘ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ŘǊǳƘǳ őłǎǘƛŎ Řƻ ŘǾƻǳ ǎƪǳǇƛƴ na ǇƭƴŠ ǇƻǊŞȊƴƝ 

őłǎǘƛŎŜ ŀ ǇƻǾǊŎƘƻǾŠ ǇƻǊŞȊƴƝ őłǎǘƛŎŜΦ tƻǾǊŎƘƻǾŠ ǇƻǊŞȊƴƝ őłǎǘƛŎŜ ǎƪƭłŘŀƧƝŎƝ ǎŜ Ȋ ǇŜǾƴŞƘƻ 

ƧłŘǊŀ ŀ ǇƻǊŞȊƴƝƘƻ ǇƻǾǊŎƘǳ. GŜƴŜǊǳƧƝ ƴƛȌǑƝ ȊǇŠǘƴȇ ǘƭŀƪ Ǿ ǇƻǊƻǾƴłƴƝ ǎ ¦It[/ őłǎǘƛŎŜƳƛΣ ŀ 

ǘǳŘƝȌ ƳƻƘƻǳ ōȇǘ ǇƻǳȌƛǘȅ ƛ Ǿ It[/ ǎȅǎǘŞƳǳΦ bŀ ŘǊǳƘƻǳ ǎǘǊŀƴǳ ǎŜǇŀǊŀőƴƝ ǵőƛƴƴƻǎǘ 

ǇƻǾǊŎƘƻǾŠ ǇƻǊŞȊƴƝŎƘ őłǎǘƛŎ ƧŜ ǎǊƻǾƴŀǘŜƭƴł ǎ őłǎǘƛŎŜƳƛ < 2 ҡm [2, 11]. 

 

 
 

hōǊłȊŜƪ 2: tƻǊƻǾƴłƴƝ ǇƻǾǊŎƘƻǾŠ ǇƻǊŞȊƴƝ őłǎǘƛŎe (2,7 ҡƳ, Ascentis Express F5) a ǇƭƴŠ 

ǇƻǊŞȊƴƝ őłǎǘƛŎe (мΣр ҡƳ) [12]. 
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¦It[/ ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝ ŦłȊŜ ƭȊŜ ǊƻȊŘŠƭƛǘ ǇƻŘƭŜ ŘǊǳƘǳ ƴƻǎƛőŜ na ǎƛƭƛƪŀƎŜƭƻǾŞ ŀ ƘȅōǊƛŘƴƝΦ  

{ƛƭƛƪŀƎŜƭƻǾŞ ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝ ŦłȊŜ ǇƻǎƪȅǘǳƧƝ ƴƝȊƪƻǳ ŎƘŜƳƛŎƪƻǳ ǎǘŀōƛƭƛǘǳ ȊŜƧƳŞƴŀ ǎ ohledem na 

ǇI ƳƻōƛƭƴƝ ŦłȊŜΣ ŀƭŜ Ǿȅǎƻƪƻǳ ƳŜŎƘŀƴƛŎƪƻǳ ǎǘŀōƛƭƛǘǳΦ bŀƻǇŀƪ ƘȅōǊƛŘƴƝ ǎƻǊōŜƴǘȅ ǇƻǎƪȅǘǳƧƛ 

Ǿȅǎƻƪƻǳ ƳŜŎƘŀƴƛŎƪƻǳ ƛ ŎƘŜƳƛŎƪƻǳ ǎǘŀōƛƭƛǘǳ όǑƛǊƻƪŞ ǊƻȊƳŜȊƝ ǇǊŀŎƻǾƴƝƘƻ ǇIύΦ WŜŘƴƝƳ 

z ǇǌƝƪƭŀŘǻ ƘȅōǊƛŘƴƝ ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝ ŦłȊŜ ƧŜ .9I ό.ǊƛŘƎŜŘ 9ǘƘȅƭŜƴŜ IȅōǊƛŘŜύ ǘŜŎƘƴƻƭƻƎƛŜ ƻŘ 

ǎǇƻƭŜőƴƻǎǘƛ ²ŀǘŜǊǎ, hōǊłȊŜƪ 3Φ WŜŘƴł ǎŜ ƻ ǎƛƭƛƪŀƎŜƭ ȊŜǎƝǙƻǾŀƴȇ ǇƻƳƻŎƝ ŜǘƘȅƭŜƴƻǾȇŎƘ 

ƳǻǎǘƪǻΣ ŎƻȌ ǾȇǊŀȊƴŠ ȊvyǑǳƧŜ ŎƘŜƳƛŎƪƻǳ ǎǘŀōƛƭƛǘǳ όǇI м - 12) ŀ ȊłǊƻǾŜƶ ƛ ƳŜŎƘŀƴƛŎƪƻǳ 

ƻŘƻƭƴƻǎǘ όŀȌ муллл t{L) [2, 3, 13]. 

 

 

hōǊłȊŜƪ 3: Struktura BEH őłǎǘƛŎΦ ½ŀƪǊƻǳȌƪƻǾŀƴŞ jsou ŜǘƘȅƭŜƴƻǾŞ Ƴǻǎǘƪȅ ǾƭƻȌŜƴŞ ƳŜȊƛ 

ǎƛƭŀƴƻǾŞ ǎƪǳǇƛƴȅΦ Upraveno dle [13]. 

 

5ŀƭǑƝƳ ǘȅǇŜƳ ƘȅōǊƛŘƴƝŎƘ őłǎǘƛŎ ƧŜ CSH (Charged Surface Hybrid) technologieΣ ƪǘŜǊł ƧŜ 

ȊŀƭƻȌŜƴŀ ƴŀ ǘŜŎƘƴƻƭƻƎƛƛ .9IΦ tovrch őłǎǘƛŎ je upraven ŘŀƭǑƝ ŦǳƴƪőƴƝ ǎƪǳǇƛƴƻǳ ǎ ƴłōƻƧŜƳ. 

¢ŀǘƻ ǘŜŎƘƴƻƭƻƎƛŜ ǎŜ ǾȅȊƴŀőǳƧŜ ŘƻōǊƻǳ ǊŜǇǊƻŘǳƪƻǾŀǘŜƭƴƻǎǘƝ ƳŜȊƛ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇƳƛ ǑŀǊȌŜƳƛ 

kolon, stabilitou v ǑƛǊƻƪŞƳ ǊƻȊǎŀƘǳ ǇI ŀ ǾŜƭƳƛ ǊȅŎƘƭƻǳ ŜƪǾƛƭƛōǊŀŎƝ Ǉǌƛ ȊƳŠƴłŎƘ ǇI 

ƳƻōƛƭƴƝŎƘ ŦłȊƝΦ /{I ƪƻƭƻƴȅ ǇƻǎƪȅǘǳƧƝ ǘŀƪŞ ǎȅƳŜǘǊƛŎƪŞ ŀ ǵȊƪŞ ǇƝƪȅΣ ŀ ǘƻ ƛ ǇǊƻ ōŀȊƛŎƪŞ 

ǎƭƻǳőŜniny [8, 14]. 
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hōǊłȊŜƪ 4: CSH technologie - őłǎǘƛŎŜ .9IΣ ƧŜƧƝȌ ǇƻǾǊŎƘ ƧŜ ǳǇǊŀǾŜƴ ŦǳƴƪőƴƝ ǎƪǳǇƛƴƻǳ ǎ 

ƴłōƻƧŜƳ ώ15]. 

 

оΦмΦоΦ Yƻƭƻƴȅ ǇƻǳȌƛǘŞ Ǿ ǘŞǘƻ ǇǊłŎƛ 

V ǘŞǘƻ ǇǊłŎƛ ōȅƭȅ ǾȅǳȌƛǘy kolony s ǇƭƴŠ ǇƻǊŞȊƴƝƳƛ ƛ ǇƻǾǊŎƘƻǾŠ ǇƻǊŞȊƴƝƳƛ őłǎǘƛŎŜƳƛΦ 

¢ŜǎǘƻǾŀƴŞ ƪƻƭƻƴȅ ǎ ǇƭƴŠ ǇƻǊŞȊƴƝƳƛ őłǎǘƛŎŜƳƛ ǾȅǳȌƝǾŀƧƝ ƘȅōǊƛŘƴƝ ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝ ŦłȊƛ 

ȊŀƭƻȌŜƴƻǳ ƴŀ ǘŜŎƘƴƻƭƻƎƛƛ .9I őƛ /{IΦ ±ǑŜŎƘƴȅ ǘŜǎǘƻǾŀƴŞ ƪƻƭƻƴȅ ǎ ǇƭƴŠ ǇƻǊŞȊƴƝƳƛ 

őłǎǘƛŎŜƳƛ Ƨǎƻǳ ƻŘ ŦƛǊƳȅ ²ŀǘŜǊǎΣ ƴŀ ŘǊǳƘƻǳ ǎǘǊŀƴǳ ƪƻƭƻƴȅ ǎ ǇƻǾǊŎƘƻǾŠ ǇƻǊŞȊƴƝƳƛ 

őłǎǘƛŎŜƳƛ Ƨǎƻǳ ƻŘ ǊǻȊƴȇŎƘ ǾȇǊƻōŎǻΦ ½ŀƘǊƴuty byly kolony s ƴŀǾłȊŀƴȇƳ /му ǌŜǘŠȊŎŜƳΣ 

bifenylovou, fenylovou, fenyl-hexylovou, fluoro a fluoro-fenylovou skupinou. Souhrn 

ǘŜǎǘƻǾŀƴȇŎƘ ƪƻƭƻƴ ǎǇƻƭŜőƴŠ ǎ jejich vlastnostmi je zobrazen v Tabulce 2 ŀ ǇǌŜƘƭŜŘ 

ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝŎƘ ŦłȊƝ ƧŜ ȊƻōǊŀȊŜƴ ƴŀ hōǊłȊƪǳ 5 [8, 12, 14, 16 - 20]. 
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hōǊłȊŜƪ рΥ tǌŜƘƭŜŘ ǘŜǎǘƻǾŀƴȇŎƘ ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝŎƘ ŦłȊƝΦ tƭƴŞ ƪƻƭŜőƪƻ ƻŘǇƻǾƝŘł ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝƳ 

ŦłȊƝƳ ǎ ǇƭƴŠ ǇƻǊŞȊƴƝƳƛ őłǎǘƛŎŜƳƛΦ aƻŘǊł ƪƻƭŜőƪŀ ȊƴŀőƝ .9I ǘŜŎƘƴƻƭƻƎƛƛΣ őŜǊǾŜƴł /{I 

technologiƛΦ ½ŜƭŜƴŞ ƪǊǳƘȅ ȊƴŀőƝ ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƝ ŦłȊƛ ǎ ǇƻǾǊŎƘƻǾŠ ǇƻǊŞȊƴƝƳƛ őłǎǘƛŎŜƳƛ ώ8, 12, 

14, 16 - 20]. 

 



Tabulka 2: tǌŜƘƭŜŘ ǘŜǎǘƻǾŀƴȇŎƘ ƪƻƭƻƴ ŀ ƧŜƧƛŎƘ Ǿƭŀǎǘƴƻǎǘƛ. 5ŀǘŀ ȊƝǎƪłƴŀ Ȋ [8, 12, 14, 16 - 20]. 

 

 BEH C18 BEH Fenyl-Hexyl BEH Shield RP18 BEH C18 CSH C18 CSH Fenyl-Hexyl 

½ƴŀőƪŀ ACQUITY UPLC ACQUITY UPLC ACQUITY UPLC ACQUITY UPLC ACQUITY UPLC ACQUITY UPLC 

tƻƪǊȅǘƝ ǳƘƭƝƪŜƳ 18 % 15 % 17 % 18 % 15 % 14 % 

Bonding technology N/A Fenyl-Hexyl Shield RP18 N/A N/A Fenyl-Hexyl 

Ligand C18 Fenyl C18 C18 C18 Fenyl 

±ƴƛǘǌƴƝ ǇǊǻƳŠǊ ƪƻƭƻƴȅ 2,1 mm 2,1 mm 2,1 mm 2,1 mm 2,1 mm 2,1 mm 

5Şƭƪŀ ƪƻƭƻƴȅ 100 mm 100 mm 100 mm 150 mm 100 mm 100 mm 

±Ŝƭƛƪƻǎǘ őłǎǘƛŎ мΣт ˃Ƴ мΣт ˃Ƴ мΣт ˃Ƴ мΣт ˃Ƴ мΣт ˃Ƴ мΣт ˃Ƴ 

{ǳōǎǘǊłǘ IȅōǊƛŘƴƝ IȅōǊƛŘƴƝ IȅōǊƛŘƴƝ  IȅōǊƛŘƴƝ IȅōǊƛŘƴƝ  IȅōǊƛŘƴƝ 

±Ŝƭƛƪƻǎǘ ǇƽǊǻ мол ) мол ) мол ) мол ) мол ) мол ) 

Plocha povrchu 185 m2/g 185 m2/g 185 m2/g 185 m2/g 185 m2/g 185 m2/g 

Rozsah pH 1-12 1-12 2-11 1-12 1-11 1-11 

[ƛƳƛǘƴƝ ǘŜǇƭƻǘŀ ƴƝȊƪŞκǾȅǎƻƪŞ 
pH 

ул ϲ/κсл ϲ/ рл ϲ/κпр ϲ/ ул ϲ/κсл ϲ/ ул ϲ/κсл ϲ/ ул ϲ/κпр ϲ/ ул ϲ/κпр ϲ/ 

aŀȄƛƳłƭƴƝ ǘƭŀƪ 18000 psi (1240 bar) 18000 psi (1240 bar) 18000 psi (1240 bar) 18000 psi (1240 bar) 18000 psi (1240 bar) 18000 psi (1240 bar) 

±ȇǊƻōŎŜ Waters Waters Waters Waters Waters Waters 

       
 CSH Fluoro-Fenyl Ascentis Express F5 Kinetex Bifenyl Kinetex PFP Cortecs UPLC C18   

½ƴŀőƪŀ ACQUITY UPLC Ascentis Kinetex Kinetex Cortecs  

tƻƪǊȅǘƝ ǳƘƭƝƪŜƳ 10 % 5,5 % 11 % 9 % 6,6 %  

Bonding technology Fluoro-Fenyl N/A N/A N/A N/A  

Ligand PFP/Fluoro-Fenyl Pentafluorofenylpropyl Bifenyl PFP C18  

±ƴƛǘǌƴƝ ǇǊǻƳŠǊ ƪƻƭƻƴȅ 2,1 mm 2,1 mm 2,1 mm 2,1 mm 2,1 mm  

5Şƭƪŀ ƪƻƭƻƴȅ 100 mm 100 mm 100 mm 100 mm 150 mm  

±Ŝƭƛƪƻǎǘ őłǎǘƛŎ мΣт ˃Ƴ нΣт ˃Ƴ мΣт ˃Ƴ мΣт ˃Ƴ мΣс ˃Ƴ  

{ǳōǎǘǊłǘ IȅōǊƛŘƴƝ tƻǾǊŎƘƻǾŠ ǇƻǊŞȊƴƝ tƻǾǊŎƘƻǾŠ ǇƻǊŞȊƴƝ tƻǾǊŎƘƻǾŠ ǇƻǊŞȊƴƝ tƻǾǊŎƘƻǾŠ ǇƻǊŞȊƴƝ  

±Ŝƭƛƪƻǎǘ ǇƽǊǻ мол ) фл ) млл ) млл ) фл )  

Plocha povrchu 185 m2/g 135 m2/g 200 m2/g 200 m2/g 100 m2/g  

Rozsah pH 1-8 2-9 1,5-8,5 1,5-8,5 2-8  

[ƛƳƛǘƴƝ ǘŜǇƭƻǘŀ ƴƝȊƪŞκǾȅǎƻƪŞ 
pH 

ул ϲ/κпр ϲ/ сл ϲ/κпл ϲ/ N/A N/A пр ϲ/κпр ϲ/  

aŀȄƛƳłƭƴƝ ǘƭŀƪ 18000 psi (1240 bar) 9000 psi (600 bar) 1000 bar 1000 bar 18000 psi (1240 bar)  

±ȇǊƻōŎŜ Waters Supelco Phenomedex Phenomedex Waters  
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3.2Φ IƳƻǘƴƻǎǘƴƝ ǎǇŜƪǘǊƻƳŜǘǊƛŜ 

IƳƻǘƴƻǎǘƴƝ ǎǇŜƪǘǊƻƳŜǘǊƛŜ ƧŜ ŎƛǘƭƛǾł ŀ ǎŜƭŜƪǘƛǾƴƝ ŀƴŀƭȅǘƛŎƪł ƳŜǘƻŘŀΣ ƪǘŜǊł ǎƭƻǳȌƝ ƪ ǳǊőŜƴƝ 

ƳƻƭŜƪǳƭƻǾŞ ƘƳƻǘƴƻǎǘƛ ŀ ǇƻǎƪȅǘǳƧŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊƴƝ ƛƴŦƻǊƳŀŎŜ ƻ ǎǘǳŘƻǾŀƴŞ ƭłǘŎŜΦ tǊƛƴŎƛǇŜƳ 

ǘŞǘƻ ǘŜŎƘƴƛƪȅ ƧŜ ǇǌŜǾŜŘŜƴƝ ƳƻƭŜƪǳƭ ƴŀ ƛƻƴǘȅ ǇƭȅƴƴŞ ŦłȊŜ ǇƻƳƻŎƝ ǾƘƻŘƴŞ ƛƻƴƛȊŀőƴƝ 

ǘŜŎƘƴƛƪȅΦ błǎƭŜŘƴŠ Ƨǎƻǳ ƛƻƴǘȅ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ǇƻƳŠǊǳ ƳƻƭŜƪǳƭƻǾŞ ƘƳƻǘƴƻǎǘƛ ŀ ƴłōoje (m/z) 

ǎŜǇŀǊƻǾłƴy v ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊǳ Ȋŀ ǇǻǎƻōŜƴƝ ƳŀƎƴŜǘƛŎƪŞƘƻ ŀ ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƘƻ ǇƻƭŜ ƴŜōƻ ƧŜƧƛŎƘ 

ƪƻƳōƛƴŀŎŜΦ bŀ ȊłǾŠǊ Ƨǎƻǳ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ƛƻƴǘȅ Ǿ ŘŜǘŜƪǘƻǊǳ ǇǌŜǾŜŘŜƴȅ ƴŀ ŜƭŜƪǘǊƛŎƪȇ ǎƛƎƴłƭΦ 

YǊƻƳŠ ƛƻƴǘƻǾŞƘƻ ȊŘǊƻƧŜΣ ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊǳ ŀ ŘŜǘŜƪǘƻǊǳ ƻōǎŀƘǳƧŜ ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝ ǎǇŜƪǘǊƻƳŜǘǊ 

ŘŀƭǑƝ ƴŜȊōȅǘƴŞ ǎƻǳőłǎǘƛ Ƨŀƪƻ ǾŀƪǳƻǾȇ ǎȅǎǘŞƳ ŀ ƛƻƴǘƻǾou optikuΦ ±ŜƭƳƛ őŀǎǘƻ ǎŜ 

ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝ ǎǇŜƪǘǊƻƳŜǘǊƛŜ ǾȅǳȌƝǾł ǾŜ ǎǇƻƧŜƴƝ ǎŜ ǎŜǇŀǊŀőƴƝƳƛ ǘŜŎƘƴƛƪŀƳƛ Ƨŀƪƻ ƧŜ 

ƪŀǇŀƭƛƴƻǾł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ ό[/ύ ŀ ǇƭȅƴƻǾł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ όD/ύΦ {ǇƻƧŜƴƝ ǘŠŎƘǘƻ ǘŜŎƘƴƛƪ 

ǳƳƻȌƶǳƧŜ ƪǾŀƭƛǘŀǘƛǾƴƝ ŀ ƪǾŀƴǘƛǘŀǘƛǾƴƝ ƘƻŘƴƻŎŜƴƝ ǎƭƻȌƛǘȇŎƘ ǎƳŠǎƝ, a to s Ǿȅǎƻƪƻǳ ŎƛǘƭƛǾƻǎǘƝ 

a selektivitou [3, 21 - 24].  

 

3.2.1Φ LƻƴƛȊŀőƴƝ ǘŜŎƘƴƛƪȅ 

LƻƴƛȊŀőƴƝ ǘŜŎƘƴƛƪȅ ŘŠƭƝƳŜ ƴŀ ǘȊǾΦ ǘǾǊŘŞ ŀ ƳŠƪƪŞ ǇƻŘƭŜ ƳƴƻȌǎǘǾƝ ŘƻŘŀƴŞ ǾƴƛǘǌƴƝ ŜƴŜǊƎƛŜΦ 

¢ǾǊŘŞ ƛƻƴƛȊŀőƴƝ ǘŜŎƘƴƛƪȅ ǎŜ ǾȅȊƴŀőǳƧƝ ǊƻȊǎłƘƭƻǳ ŦǊŀƎƳŜƴǘŀŎƝ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ƭłǘŜƪΦ 

CharakteristickȇƳ ȊłǎǘǳǇŎŜƳ ƧŜ ŜƭŜƪǘǊƻƴƻǾł ƛƻƴƛȊŀŎŜ ό9LύΣ ƪǘŜǊł ƧŜ ǾȅǳȌƝǾŀƴł ǾŜ ǎǇƻƧŜƴƝ 

s GC. aŠƪƪŞ ƛƻƴƛȊŀőƴƝ ǘŜŎƘƴƛƪȅ Ƨǎƻǳ ƪ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇƳ ƭłǘƪłƳ ƳƝǊƴŠƧǑƝΣ ǘǳŘƝȌ ƴŜǇƻǎƪȅǘǳƧƝ ǘŀƪ 

ǾȇǊŀȊƴƻǳ ŦǊŀƎƳŜƴǘŀŎƛ ŀ Ƨǎƻǳ ǘǾƻǌŜƴȅ ȊŜƧƳŞƴŀ ǇǊƻǘƻƴƻǾŀƴŞΣ ŘŜǇǊƻǘƻƴƻǾŀƴŞ ƳƻƭŜƪǳƭȅΣ 

ǇǌƝǇŀŘƴŠ ŀŘǳƪǘȅ [3, 25]. 

±Ŝ ǎǇƻƧŜƴƝ ǎ [/ ǎŜ ǇƻǳȌƝǾŀƧƝ ƳŠƪƪŞ ƛƻƴƛȊŀőƴƝ ǘŜŎƘƴƛƪȅ ǇǊŀŎǳƧƝŎƝ Ȋŀ ŀǘƳƻǎŦŞǊƛŎƪŞƘƻ ǘƭŀƪǳ 

ό!tLύΣ ƴŜƧőŀǎǘŠƧƛ ƛƻƴƛȊŀŎŜ ŜƭŜƪǘǊƻǎǇǊŜƧŜƳ ό9{LύΣ ŎƘŜƳƛŎƪł ƛƻƴƛȊŀŎŜ Ȋŀ ŀǘƳƻǎŦŞǊƛŎƪŞƘƻ 

tlaku (APCI) a fotoionizace Ȋŀ ŀǘƳƻǎŦŞǊƛŎƪŞƘƻ ǘƭŀƪǳ (APPI). ±ȇōŠǊ ƛƻƴƛȊŀőƴƝ ǘŜŎƘƴƛƪȅ ǎŜ 

ǇǊƻǾłŘƝ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊǳ ǎƭƻǳőŜƴƛƴΣ ƳƻƭŜƪǳƭƻǾŞ ƘƳƻǘƴƻǎǘƛΣ ǇƻƭŀǊƛǘyΣ ǘŜǇŜƭƴŞ 

stability ŀ ǘŠƪŀǾƻǎǘƛ, OōǊłȊŜƪ 6Φ ½ŀǘƝƳŎƻ ǇǊƻ ƴƝȊƪƻƳƻƭŜƪǳƭłǊƴƝ ƭłǘƪȅ ƭȊŜ ǾȅǳȌƝǘ Ƨŀƪ ǾǑŜŎƘƴȅ 

vȇǑŜ ȊƳƝƴŠƴŞ !tL ǘŜŎƘƴƛƪȅΣ ǇǊƻ ŀƴŀƭȇȊǳ ǾȅǎƻƪƻƳƻƭŜƪǳƭłǊƴƝŎƘ ƭłǘŜƪΣ ǘŀƪ Ƨŀƪƻ ǇǊƻǘŜƛƴǻ ŀ 

ǇŜǇǘƛŘǻΣ ǎŜ ǾȅǳȌƝǾł 9{L ƴŜōƻ ƛƻƴƛȊŀŎŜ ƭŀǎŜǊŜƳ Ȋŀ ǇǌƝǘƻƳƴƻǎǘƛ ƳŀǘǊƛŎŜ όMALDI). Na 

ŘǊǳƘƻǳ ǎǘǊŀƴǳ 9{L ƛƻƴƛȊŀŎŜ ƴŜƴƝ ǾƘƻŘƴł ǘŜŎƘƴƛƪŀ ǇǊƻ ŀƴŀƭȇȊǳ ƴŜǇƻƭłǊƴƝŎƘ ƭłǘŜƪ ƴŀ ǊƻȊŘƝƭ 

od APCI a APPI. Pro ƭłǘƪȅ ǎ ƴƛȌǑƝ ƳƻƭŜƪǳƭƻǾƻǳ ƘƳƻǘƴƻǎǘƝ Ƨsou poǳȌƛǘŜƭƴŞ ǾǑŜŎƘƴȅ 
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ǳǾŜŘŜƴŞ ƛƻƴƛȊŀőƴƝ ǘŜŎƘƴƛƪȅΣ ƴƛŎƳŞƴŠ ǎ ǊƻǎǘƻǳŎƝ ƳƻƭŜƪǳƭƻǾƻǳ ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝ ǎŜ ƳƻȌƴƻǎǘ 

ǳȌƛtƝ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ǘŜŎƘƴƛƪ ȊǳȌǳƧŜΦ tǊƻ ōƛƻƳƻƭŜƪǳƭȅ ŀ ǎȅƴǘŜǘƛŎƪŞ ǇƻƭȅƳŜǊƴƝ ƭłǘƪȅ ƳǻȌŜƳŜ 

vȅǳȌƝǘ ƧŜƴ н Ȋ ǘŠŎƘǘƻ ǳǾŜŘŜƴȇŎƘ technik, a to sice ESI a MALDI [3, 25]. 

 

 
hōǊłȊŜƪ 6: ±ȇōŠǊ ƛƻƴƛȊŀőƴƝ ǘŜŎƘƴƛƪȅ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ƳƻƭŜƪǳƭƻǾŞ ƘƳƻǘƴƻǎǘƛ ŀ ǇƻƭŀǊƛǘȅ ƭłǘƪȅ 

[25]. 

 

Ionizace elektrosprejem  

ESI ƧŜ ƴŜƧőŀǎǘŠƧƛ ǳȌƝǾŀƴƻǳ ƛƻƴƛȊŀőƴƝ ǘŜŎƘƴƛƪƻǳ ve ǎǇƻƧŜƴƝ s LC. KŀǇŀƭƴȇ ǾȊƻǊŜƪ ƧŜ ǇǌƛǾłŘŠƴ 

ǇƻƳƻŎƝ ƪƻǾƻǾŞ ƪŀǇƛƭłǊȅ, na kterou ƧŜ ǾƭƻȌŜƴƻ ƴŀǇŠǘƝ ŘƻǎŀƘǳƧƝŎƝ ƘƻŘƴƻǘ ŀȌ р ƪ±Φ bŀ ƪƻƴŜŎ 

ƪŀǇƛƭłǊȅ ƧŜ ǇǌƛǾłŘŠƴ ȊƳƭȌǳƧƝŎƝ ǇƭȅƴΦ ±ƭƛǾŜƳ ǘŠŎƘǘƻ ŘǾƻǳ ŦŀƪǘƻǊǻ ŘƻŎƘłȊƝ ƪŜ ǾȊƴƛƪǳ 

ƴŀōƛǘȇŎƘ ƪŀǇƛőŜƪΦ tƻǎǘǳǇƴȇƳ ƻŘǇŀǌƻǾłƴƝƳ ǊƻȊǇƻǳǑǘŠŘƭŀ ǎŜ ƪŀǇƛőƪȅ ȊƳŜƴǑǳƧƝ ŀ ŘƻŎƘłȊƝ 

k ȊŀƘǳǑǘƻǾłƴƝ ǇƻǾǊŎƘƻǾŞƘƻ ƴłōƻƧŜΦ YŘȅȌ ŘƻǎłƘƴŜ Ƙǳǎǘƻǘŀ ƴłōƻƧŜ ƪǊƛǘƛŎƪŞ ƘƭŀŘƛƴȅ 

ƴŀȊȇǾŀƴŞ wŀȅƭŜƛƎƘƻǾǻǾ ƭƛƳƛǘΣ ŘƻƧŘŜ ƪ ǘȊǾΦ /ƻǳƭƻƳōƛŎƪŞ ŜȄǇƭƻȊƛΦ ¢edy k ǊƻȊǇŀŘǳ ƧŜŘƴŞ 

ƪŀǇƛőƪȅ ƴŀ ƴŠƪƻƭƛƪ ƳŜƴǑƝŎƘ ƪŀǇƛőŜƪ. ZłǊƻǾŜƶ ŘƻŎƘłȊƝ ƪ ǊƻȊŘŠƭŜƴƝ ǇǻǾƻŘƴƝƘƻ ƴłōƻƧŜ ƳŜȊƛ 

ǾȊƴƛƪƭŞ ƛƻƴǘȅΦ ± ǇǌƝǇŀŘŠΣ ȌŜ ƧŜ ǘŜƴǘƻ ǇǊƻŎŜǎ ƻǇŀƪƻǾłƴΣ ƳǻȌŜ ŘƻƧƝǘ ŀȌ ƪŜ ǾȊƴƛƪǳ 

ƪǾŀȊƛƳƻƭŜƪǳƭłǊƴƝŎƘ ƛƻƴǘǻΦ ¢ŀƪǘƻ ǾȊƴƛƪƭŞ ƛƻƴǘȅ Ƨǎƻǳ ƴłǎƭŜŘƴŠ ǳǎƳŠǊƶƻǾłƴȅ Řƻ 

ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊǳ [25 - 27]. 
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hōǊłȊŜƪ 7: Mechanismus ESI [27]. 

 

3.2.2. IƳƻǘƴƻǎǘƴƝ ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊȅ 

!ƴŀƭȅȊłǘƻǊȅ Ƨǎƻǳ ŘŀƭǑƝ ǎƻǳőłǎǘƝ ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝƘƻ ǎǇŜƪǘǊƻƳŜǘǊǳΣ ǾŜ ƪǘŜǊŞ ǇǊƻōƝƘł ǊƻȊŘŠƭŜƴƝ 

ƛƻƴǘǻ ǇƻŘƭŜ ǇƻƳŠǊǳ m/z ŀ ƴłǎƭŜŘuje ƧŜƧƛŎƘ ǳǊȅŎƘƭŜƴƝ do detektoruΦ 5ŠƭŜƴƝ ǇǊƻōƝƘł ǾŜ 

Ǿŀƪǳǳ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ р ŦȅȊƛƪłƭƴƝŎƘ ǇǊƛƴŎƛǇǻ ǳǾŜŘŜƴȇŎƘ v Tabulce 3 [3, 28, 29]. 

 

Tabulka 3: wƻȊŘŠƭŜƴƝ ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊǻ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŠ ŦȅȊƛƪłƭƴƝƘƻ ǇǊƛƴŎƛǇǳ ǎŜǇŀǊŀŎŜ [3, 28, 29]. 

CȅȊƛƪłƭƴƝ ǇǊƛƴŎƛǇ ǎŜǇŀǊŀŎŜ ƛƻƴǘǻ !ƴŀƭȅȊłǘƻǊ 

½ŀƪǌƛǾŜƴƝ ŘǊłƘȅ ƭŜǘǳ ƛƻƴǘǻ Ǿ ƳŀƎƴŜǘƛŎƪŞƳΣ ǇƻǇǌƝǇŀŘŠ 
ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƳ Ǉƻƭƛ 
 

aŀƎƴŜǘƛŎƪŞ ŀ ŜƭŜƪǘǊƻǎǘŀǘƛŎƪŞ 
ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊȅ 

hŘƭƛǑƴł ǎǘŀōƛƭƛǘŀ ƻǎŎƛƭŀŎƝ ƛƻƴǘǻ Ǿ ƪƻƳōƛƴŀŎƛ 
ǎǘŜƧƴƻǎƳŠǊƴŞƘƻ ŀ ǾȅǎƻƪƻŦǊŜƪǾŜƴőƴƝƘƻ ǎǘǌƝŘŀǾŞƘƻ ƴŀǇŠǘƝ 

YǾŀŘǊǳǇƽƭȅΣ ƛƻƴǘƻǾŞ Ǉŀǎǘƛ 

OŘƭƛǑƴł Řƻōŀ ƭŜǘǳ ƛƻƴǘǻ 
 

!ƴŀƭȅȊłǘƻǊȅ Řƻōȅ ƭŜǘǳ 

hŘƭƛǑƴł ŦǊŜƪǾŜƴŎŜ ƘŀǊƳƻƴƛŎƪȇŎƘ ƻǎŎƛƭŀŎƝ 
 

Orbitrap 

hŘƭƛǑƴł ŀōǎƻǊǇŎŜ ŜƴŜǊƎƛŜ Ǉǌƛ ŎȅƪƭƻƛŘłƭƴƝƳ ǇƻƘȅōǳ ƛƻƴǘǻ 
v ƪƻƳōƛƴƻǾŀƴŞƳ ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƳ ŀ ƳŀƎƴŜǘƛŎƪŞƳ Ǉƻƭƛ 

LƻƴǘƻǾł ŎȅƪƭƻǘǊƻƴƻǾł 
rezonance 
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IƳƻǘƴƻǎǘƴƝ ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊȅ Ƨǎƻǳ ǇƻǇƛǎƻǾłƴȅ ƴŠƪƻƭƛƪŀ ŘǻƭŜȌƛǘȇƳƛ ǇŀǊŀƳŜǘǊȅΦ aƝǊŀ 

ǎŎƘƻǇƴƻǎǘƛ ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊǳ ǊƻȊƭƛǑƛǘ ƛƻƴǘȅ ǎ obdobnou m/z ǎŜ ƴŀȊȇǾł ǊƻȊƭƛǑŜƴƝ. S m/z ǎŜ ǇƻƧƝ 

ŘŀƭǑƝ ǇŀǊŀƳŜǘǊΣ ŀ ǘƻ ŎƘȅōŀ ǳǊőŜƴƝ (MA)Σ ƪǘŜǊł ǇƻǇƛǎǳƧŜ ƳƝǊǳ ǎŎƘƻǇƴƻǎǘƛ ǳǊőƛǘ ǎǇǊłǾƴƻǳ 

hmotnost m/z. IƳƻǘƴƻǎǘƴƝ ǊƻȊǎŀƘ ǳǊőǳƧŜΣ Ƨŀƪȇ rozsah hodnot m/z ƳǻȌŜ ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊ 

zaznamenat. [ƛƴŜłǊƴƝ ŘȅƴŀƳƛŎƪȇ ǊƻȊǎŀƘ popisuje, v ƧŀƪŞƳ ǊƻȊǎŀƘǳ ƘƻŘƴƻǘ ƪƻƴŎŜƴtǊŀŎƝ 

ƧŜ ƻŘŜȊǾŀ ƭƛƴŜłǊƴƝΦ 5ǻƭŜȌƛǘȇƳ ǇŀǊŀƳŜǘǊŜƳ ƧŜ ǘŞȌ ǎƪŜƴƻǾŀŎƝ rychlost, jakou se 

ȊŀȊƴŀƳŜƴłǾŀƧƝ ǎǇŜƪǘǊŀ. WŜ ƴǳǘƴŞ ǇƻŘƻǘƪƴƻǳǘΣ ȌŜ ǎ ǊƻǎǘƻǳŎƝ ǊƻȊƭƛǑƻǾŀŎƝ ǎŎƘƻǇƴƻǎǘƝ ǊƻǎǘŜ 

ǘŞȌ ŎŜƴŀ [28, 29]. 

 

Tabulka 4: Parametry ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊǻΦ tǌŜǾȊŀǘƻ Ȋ ώ28,29]. 

ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊ 
m/z rozsah 
όƘƻǊƴƝ ƭƛƳƛǘύ 

wƻȊƭƛǑƻǾŀŎƝ 
schopnost 

MA 
(ppm) 

Rychlost 
[ƛƴŜłǊƴƝ ŘȅƴŀƳƛŎƪȇ 
rozsah 

Q 2000 - 3000 3000 - 5000 bƝȊƪł {ǘǌŜŘƴƝ 105 - 106 

IT 4000 - 6000 4000 - (20000) bƝȊƪł {ǘǌŜŘƴƝ 104 - 105 (106) 

TOF 10000 - 1000000 10000 - 100000 
(300000) 

1 - 5 ±ȅǎƻƪł 104 -105 

Q-TOF 10000 - 20000 20000 - 75000 1 - 5 ±ȅǎƻƪł 104 - 105 

hǊōƛǘǊłƭƴƝ Ǉŀǎǘ 4000 - 6000  100000 - 1000000 < 1 bƝȊƪł  104 

FT-ICR 4000 - 10000 750000 -20000000 < 1 bƝȊƪł 104 

  
 

tƻŘƭŜ ǊƻȊƭƛǑŜƴƝ ŘŠƭƝƳŜ ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊȅ Řƻ ŘǾƻǳ ǎƪǳǇƛƴ ƴŀ ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊȅ ǎ ǾȅǎƻƪȇƳ ŀ ƴƝȊƪȇƳ 

ǊƻȊƭƛǑŜƴƝƳΦ !ƴŀƭȅȊłǘƻǊȅ ǎ ǾȅǎƻƪȇƳ ǊƻȊƭƛǑŜƴƝƳ ǇƻǎƪȅǘǳƧƝ ƛƴŦƻǊƳŀŎƛ ƻ ǇǌŜǎƴŞ ƘƳƻǘŠΣ 

ǎǳƳłǊƴƝƳ ǾȊƻǊŎƛ, ǇƻǇǌƝǇŀŘŠ ǎǘǊǳƪǘǳǊƴƝ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊƛǎǘƛŎŜΦ tƻǳȌƝǾŀƧƝ ǎŜ ȊŜƧƳŞƴŀ ƪŜ 

ƪǾŀƭƛǘŀǘƛǾƴƝ ŀƴŀƭȇȊŜΦ !ƴŀƭȅȊłǘƻǊȅ ǎ ƴƝȊƪƻǳ ǊƻȊƭƛǑƻǾŀŎƝ ǎŎƘƻǇƴƻǎǘƝΣ ƪǾŀŘǊǳǇƽƭ ŀ ƛƻƴǘƻǾł 

ǇŀǎǘΣ Ƨǎƻǳ ǾȅǳȌƝǾłƴȅ Ǿ ŀƴŀƭȇȊŜ ƪǾŀƴǘƛǘŀǘƛǾƴƝ [30]. 
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YǾŀŘǊǳǇƽƭ  

YǾŀŘǊǳǇƽƭ ƧŜ ƧŜŘƴƝƳ Ȋ ƴŜƧǇƻǳȌƝǾŀƴŠƧǑƝ ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝŎƘ ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊǻΦ WŜƘƻ ȊłƪƭŀŘŜƳ Ƨǎƻǳ 

őǘȅǌƛ ƪƻǾƻǾŞ ǘȅőŜΣ ƴŀ ƪǘŜǊŞ ƧŜ ǾƭƻȌŜƴƻ ƪƭŀŘƴŞ ƴŜōƻ ȊłǇƻǊƴŞ ǎǘŜƧƴƻǎƳŠǊƴŞ ƴŀǇŠǘƝ ǘŀƪ, aby 

ƴŀ ŘǾƻǳ ǇǊƻǘƛƭŜƘƭȇŎƘ ǘȅőƝŎƘ ōȅƭƻ ƴŀǇŠǘƝ ǎƘƻŘƴŞΦ aƛƳƻ ǘƻ ƧŜ ƴŀ ǾǑŜŎƘƴȅ ǘȅőŜ ǇǌƛǾŜŘŜƴƻ 

ǘŀƪŞ ǾȅǎƻƪƻŦǊŜƪǾŜƴőƴƝ ǎǘǌƝŘŀǾŞ ƴŀǇŠǘƝΦ tǊƛƴŎƛǇ ǎŜǇŀǊŀŎŜ ǎǇƻőƝǾł Ǿ ƻŘƭƛǑƴŞ ƻǎŎƛƭŀŎƛ ƛƻƴǘǻ 

ǎ ǊǻȊƴƻǳ m/z Ǉǌƛ ǊǻȊƴȇŎƘ ƘƻŘƴƻǘłŎƘ ǎǘŜƧƴƻǎƳŠǊƴŞƘƻ ŀ ǎǘǌƝŘŀǾŞƘƻ ƴŀǇŠǘƝΦ ¢ŀƪ Ǿ ǳǊőƛǘȇ 

ƻƪŀƳȌƛƪΣ Ǉǌƛ ŘŀƴŞ ƘƻŘƴƻǘŠ ƴŀǇŠǘƝ, ǎŜ ǇƻǳȊŜ ƛƻƴǘȅ ƻ ǳǊőƛǘŞ ƧŜŘƴŞ m/z ǇƻƘȅōǳƧƝ Ǉƻ ǎǘŀōƛƭƴƝ 

ǘǊŀƧŜƪǘƻǊƛƛ ŀ ǇǊƻƧŘƻǳ ŘłƭŜ ŀȌ ƪ ŘŜǘŜƪǘƻǊǳΦ hǎǘŀǘƴƝ ƛƻƴǘȅ ǇƻǎƪȅǘǳƧƝ ƴŜǎǘŀōƛƭƴƝ ƻǎŎƛƭŀŎŜ ŀ 

ǾȅōƛƧƝ ǎŜ ƴŀ ƧŜŘƴŞ Ȋ ǘȅőƝ ƪǾŀŘǊǳǇƽƭǳ [31]. 

 

 

hōǊłȊŜƪ 8: {ŎƘŞƳŀ ƪvadrupƽƭu [31]. 

 

¢ǊƻƧƛǘȇ ƪǾŀŘǊǳǇƽƭ ƧŜ ƧŜŘƴƝƳ Ȋ ƴŜƧőŀǎǘŠƧƛ ǇƻǳȌƝǾŀƴȇŎƘ ǘŀƴŘŜƳƻǾȇŎƘ ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝŎƘ 

ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊǻ Ȋ ŘǻǾƻŘǳ ǾȅǎƻƪŞ ŎƛǘƭƛǾƻǎǘƛΣ ǎŜƭŜƪǘƛǾƛǘŠ ŀ ǊƻōǳǎǘƴƻǎǘƛΦ ±ȅǳȌƝǾłƴ ƧŜ ȊŜƧƳŞƴŀ ƪŜ 

ƪǾŀƴǘƛǘŀǘƛǾƴƝ ŀƴŀƭȇȊŜΦ {ƪƭłŘł ǎŜ ȊŜ ǘǌƝ ƪǾŀŘǊǳǇƽƭǻ ǎǇƻƧŜƴȇŎƘ Ȋŀ ǎŜōƻǳΦ tǊǾƴƝ ŀ ǘǌŜǘƝ ƳŀƧƝ 

ŦǳƴƪŎƛ ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝŎƘ ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊǻΦ tǊƻǎǘǌŜŘƴƝ Ƴł ŦǳƴƪŎƛ ƪƻƭƛȊƴƝ ŎŜƭȅΦ WŜ ȊŘŜ ȊŀǾŜŘŜƴ 

ƪƻƭƛȊƴƝ Ǉƭȅƴ όŘǳǎƝƪΣ ŀǊƎƻƴύΦ tƻƳƻŎƝ ǘƭŀƪǳ ƪƻƭƛȊƴƝƘƻ Ǉƭȅƴǳ Ǿ kombinaci s ǳǊȅŎƘƭŜƴƝƳ ƛƻƴǘǻ 

ŜƭŜƪǘǊƛŎƪȇŎƘ ǇƻƭŜƳ ŘƻŎƘłȊƝ ƪŜ ǎǊłȌƪłƳ ƪƻƭƛȊƴƝƘƻ Ǉƭȅƴǳ ǎ ionty z ǇǊǾƴƝƘƻ ƪǾŀŘǊǳǇƽƭǳΦ 

½ǾȇǑŜƴƝ ǾƴƛǘǌƴƝ ŜƴŜǊƎƛŜ ǾŜŘŜ ƪŜ ŦǊŀƎƳŜƴǘŀŎƛ ŀ ǾȊƴƛƪǳ ǇǊƻŘǳƪǘƻǾȇŎƘ ƛƻƴǘǻΦ ¢ȅ ǇƻǎǘǳǇǳƧƝ 

Řƻ ǘǌŜǘƝƘƻ ƪǾŀŘǊǳǇƽƭǳ ƪ ŘŀƭǑƝ ŀƴŀƭȇȊŜ [3, 28]. 
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оΦнΦоΦ a{ ȊłȊƴŀƳȅ 

tƻƳƻŎƝ ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝŎƘ ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊǻ ƳǻȌŜƳŜ ȊƝǎƪŀǘ ƴŠƪƻƭƛƪ ǘȅǇǻ ȊłȊƴŀƳǻΦ ± ǇǌƝǇŀŘŠΣ ȌŜ 

ƧŜ ƳŠǌŜƴƻ Ǿ ŎŜƭŞƳ ǊƻȊǎŀƘǳ ƘƻŘƴƻǘ m/z Ǉƻ ŎŜƭƻǳ Řƻōǳ ŀƴŀƭȇȊȅΣ ƴŀȊȇǾłƳŜ ǘŜƴǘƻ ȊłȊƴŀƳ 

ŎŜƭƪƻǾȇƳ ƛƻƴǘƻǾȇƳ ǇǊƻǳŘŜƳ. Chceme-ƭƛ ȊƝǎƪŀǘ ǾȇǎƭŜŘƪȅ ǇƻǳȊŜ ǇǊƻ ƧŜŘƴǳ ƘƻŘƴƻǘǳ m/z, 

ƳǻȌŜƳŜ Ȋ pǌŜŘŜǑƭŞƘƻ ȊłȊƴŀƳǳ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀƳ ǾȅƎŜƴŜǊƻǾŀǘΦ ¢Ŝƴǘƻ ȊłȊƴŀƳ ƧŜ Ǉŀƪ 

ƴŀȊȇǾłƴ Ƨŀƪƻ ǊŜƪƻƴǎǘǊǳƻǾŀƴȇ ƛƻƴǘƻǾȇ ǇǊƻǳŘ [3, 10]. 

aǻȌŜƳŜ ȊƝǎƪŀǘ с ǘȅǇǻ ȊłȊƴŀƳǻΦ ½łƪƭŀŘƴƝƳ ǎƪŜƴŜƳ ƧŜ MS skenΦ tǌƛ a{ ǎƪŜƴǳ ƧŜ ƳŠǌŜƴŀ 

m/z v ŎŜƭŞƳ ǊƻȊǎŀƘǳΣ ƪǘŜǊȇ ŎƘŎŜƳŜ ǎǘǳŘƻǾŀǘΦ ½ƝǎƪłƳŜΣ ǘŀƪ ȊłƪƭŀŘƴƝ ƪǾŀƭƛǘŀǘƛǾƴƝ 

ƛƴŦƻǊƳŀŎŜ ƻ ŘŀƴŞƳ ŀƴŀƭȅǘǳΦ {ŜƭŜƪǘƛǾƴƝƳ ȊłȊƴŀƳŜƳ ƛƻƴǘǻ ό{Laύ ǎŜ ǾȅǳȌƝǾł ƪŜ 

ƪǾŀƴǘƛǘŀǘƛǾƴŞ ŀƴŀƭȇȊŜΦ ± ǇǊǾƴƝƳ ƪǾŀŘǊǳǇƽƭǳ ŘƻŎƘłȊƝ ƪ ǾȇōŠǊǳ ȊŀŘŀƴŞ m/z a tyto ionty 

ŘłƭŜ ǇǊƻƧŘƻǳ Řƻ ŘŜǘŜƪǘƻǊǳΦ bŜŘƻŎƘłȊƝ ƪ ŦǊŀƎƳŜƴǘŀŎƛ ƛƻƴǘǻΦ 5ŀƭǑƝ őǘȅǌƛ ȊłȊƴŀƳȅ Ƨǎƻǳ ƧƛȌ Ǿ 

a{κa{ ƳƽŘǳΦ {ƪŜƴŜƳ ǇǊƻŘǳƪǘƻǾȇŎƘ ƛƻƴǘǻ ȊƝǎƪłƳŜ ƪǾŀƭƛǘŀǘƛǾƴƝ ƛƴŦƻǊƳŀŎŜ ƻ 

ǇǊƻŘǳƪǘƻǾȇŎƘ ƛƻƴǘŜŎƘ ǾȊƴƛƪƭȇŎƘ ŦǊŀƎƳŜƴǘŀŎƝ ǾȅōǊŀƴŞƘƻ ƳŠǌŜƴŞƘƻ ǇǊŜƪǳǊȊƻǊǳΦ 

hōŘƻōƴŠ ǳ ǎƪŜƴǳ ǇǊŜƪǳǊȊƻǊƻǾȇŎƘ ƛƻƴǘǻ ȊƝǎƪłǾłme informaci o ǇǊŜƪǳǊȊƻǊƻǾȇŎƘ ƛƻƴǘŜŎƘΣ 

ƪǘŜǊŞ ǇƻǎƪȅǘǳƧƝ ǾȅōǊłny produkt. YǾŀƭƛǘŀǘƛǾƴƝΣ ǇƻǇǌƝǇŀŘŠ ƛ ƪǾŀƴǘƛǘŀǘƛǾƴƝ ƛƴŦƻǊƳŀŎŜ ƻ ǾǑŜŎƘ 

ǇǊŜƪǳǊȊƻǊŜŎƘΣ ƪǘŜǊŞ ǾȅƪŀȊǳƧƝ ǳǊőƛǘƻǳ ƴŜǳǘǊłƭƴƝ ȊǘǊłǘǳ όǳǊőƛǘł ƘƻŘƴƻǘŀ Ǿ 5ŀύ ȊƝǎƪłƳŜ 

ǇƻƳƻŎƝ ǎƪŜƴǳ ƴŜǳǘǊłƭƴƝŎƘ ȊǘǊłǘΦ tƻƳƻŎƝ ǘƻƘƻǘƻ ǎƪŜƴǳ ƧŜ ǘŀƪǘŞȌ ƳƻȌƴł ƛŘŜƴǘƛŦƛƪŀŎŜ ƭłǘŜƪ 

s podobnou strukturou. SŜƭŜƪǘƛǾƴƝ ȊłȊƴŀƳ ǊŜŀƪŎŜ ό{waύ ǳƳƻȌƶǳƧŜ ǎƭŜŘƻǾŀǘ ȊŀŘŀƴƻǳ 

ǇǌŜƳŠƴǳ ǇǊŜƪǳǊȊƻǊǳ ƴŀ ǇǊƻŘǳƪǘƻǾȇ ƛƻƴǘ Ȋŀ ƻǇǘƛƳłƭƴƝ ƪƻƭƛȊƴƝ ŜƴŜǊƎƛŜ ώ3, 32]. 

 

Tabulka 5: ¢ȅǇȅ ǎƪŜƴǻ Ǿ ƘƳƻǘƴƻǎǘƴƝ spektrometrii [3]. 
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3.3. Teorie k ŀƴŀƭȅǘǻƳ 

3.3.1. {ǘŜǊƻƛŘƴƝ ƘƻǊƳƻƴȅ 

tǌƛ ǾȅǎƭƻǾŜƴƝ ǎƭƻǾŀ αǎǘŜǊƻƛŘά ǎŜ ƳƴƻƘȇƳ ǾȅōŀǾƝ ƭłǘƪȅ ȊƴŜǳȌƝǾŀƴŞ ǎǇƻǊǘƻǾŎƛΦ !ǾǑŀƪ ǘȅǘƻ 

ǘŠƭŜǎƴƻǳ Ǿȇƪƻƴƴƻǎǘ ȊǾȅǑǳƧƝŎƝ ǎǳōǎǘŀƴŎŜ ǘǾƻǌƝ ǇƻǳȊŜ ƧŜŘƴǳ Ȋ ƧŜƧƛŎƘ ƪŀǘŜƎƻǊƛƝ ǘȊǾΦ 

ŀƴŀōƻƭƛŎƪŞ ǎǘŜǊƻƛŘȅ. V ƭƛŘǎƪŞƳ ǘŠƭŜ ǎŜ ǾȅǎƪȅǘǳƧŜ ŎŜƭł ǌŀŘŀ ƭłǘŜƪ ǎŜ ǎǘŜǊƻƛŘƴƝ ǎǘǊǳƪǘǳǊƻǳΣ 

ƧŜŘƴł ǎŜ ȊŜƧƳŞƴŀ ƻ ǘȊǾΦ ŎƘŜƳƛŎƪŞ posly, ȊǾŀƴŞ ǘŞȌ ƘƻǊƳƻƴȅΦ {ǇŜƪǘǊǳƳ ƧŜƧƛŎƘ 

ōƛƻƭƻƎƛŎƪŞƘƻ ǵőƛƴƪǳ ƧŜ ǑƛǊƻƪŞΦ WŜŘƴł ǎŜ ƘƭŀǾƴŠ ƻ ƭłǘƪȅ ǘȅǇǳ ǇƻƘƭŀǾƴƝŎƘ ƘƻǊƳƻƴǻ 

(androgeny, estrogeny, gestageny) a ƘƻǊƳƻƴǻ ƴŀŘƭŜŘǾƛƴ (mineralokortikoidy a 

glukokortikoidy). {ǘŜǊƻƛŘƴƝ ƘƻǊƳƻƴȅ Ƨǎƻǳ ǎȅƴǘŜǘƛȊƻǾłƴȅ ȌƭłȊŀƳƛ ŀ ǇƻǘŞ Ƨǎƻǳ ǇƻƳƻŎƝ 

ƪǊŜǾƴƝƘƻ ǌŜőƛǑǘŠ ǊƻȊƴłǑŜƴȅ Řƻ ƳƝǎǘŀ ƧŜƧƛŎƘ ǵőƛƴƪǳ [33, 34]. 

 

3.3.2. {ǘǊǳƪǘǳǊŀ ǎǘŜǊƻƛŘǻ 

±ǑŜŎƘƴȅ ǎǘŜǊƻƛŘƴƝ ƭłǘƪȅ ƻōǎŀƘǳƧƝ Ǿ ǊǻȊƴŞ ƳƝǌŜ ƻōƳŠƴŠƴƻǳ ǎtrukturu 

cyklopentanofenanthrenǳΣ ǘŞȌ ƻȊƴŀőƻǾŀƴŞƘƻ Ƨŀƪƻ Ǝƻƴŀƴ ό/мтύΦ Struktura gonanu se 

ǎƪƭłŘł ȊŜ őǘȅǌ ǳƘƭƻǾƻŘƝƪƻǾȇŎƘ ƪǊǳƘǻΣ ƻȊƴŀőƻǾŀƴȇŎƘ ǇƝǎƳŜƴȅ A - 5Σ hōǊłȊŜƪ 9. Dvojice 

ƪǊǳƘǻ . - C a C - 5 ƧŜ ǾȌŘȅ Ǿ ǳǎǇƻǌłŘłƴƝ trans, nƛŎƳŞƴŠ ƪǊǳƘȅ ! ς . ƳƻƘƻǳ ōȇǘ ǾȊłƧŜƳƴŠ 

v ǳǎǇƻǌłŘłƴƝ trans i cisΦ ¦ ǇǌƝǊƻŘƴƝŎƘ ǎǘŜǊƻƛŘǻ ǇǌŜǾƭłŘł trans ǳǎǇƻǌłŘłƴƝ [33, 34]. 

 

hōǊłȊŜƪ 9: ½łƪƭŀŘƴƝ ǎǘŜǊƻƛŘƴƝ ǎǘǊǳƪǘǳǊŀ, gonan [33]. 
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tƻǎǘǳǇƴȇƳ ǊƻȊǾŠǘǾƻǾłƴƝƳ struktury gonanu ȊƝǎƪłǾłƳŜ ǎƭƻȌƛǘŠƧǑƝ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅΣ ƪǘŜǊŞ ǎƭƻǳȌƝ 

Ƨŀƪƻ ȊłƪƭŀŘ ǇǊƻ ŘŀƭǑƝ ǎǘŜǊƻƛŘȅΦ tǊƻŘƭƻǳȌŜƴƝƳ ȊłƪƭŀŘƴƝ ǎǘǊǳƪǘǳǊȅ Ǝƻƴŀƴǳ ƻ ƧŜŘƴǳ 

methylovou skupinu v poloze 13 vznikne estran (C18)Φ 9ǎǘǊŀƴ ǇǌŜŘǎǘŀǾǳƧŜ ȊłƪƭŀŘ ǇǊƻ 

ȌŜƴǎƪŞ ǇƻƘƭŀǾƴƝ ƘƻǊƳƻƴy, estrogeny. Pokud je na ŜǎǘǊŀƴ ƴŀǾłȊłƴŀ ŘŀƭǑƝ methylovł 

skupina v ǇƻƭƻȊŜ мл ȊƝǎƪłƳŜ androstan (C19)Σ ȊłƪƭŀŘ ǇǊƻ ƳǳȌǎƪŞ ǇƻƘƭŀǾƴƝ ƘƻǊƳƻƴȅ, 

ŀƴŘǊƻƎŜƴȅΦ 5ŀƭǑƝƳ ƴŀǾłȊłƴƝƳ ŜǘƘȅƭǳ na androstan Řƻ ǇƻƭƻƘȅ мт ȊƝǎƪłƳŜ pregnan (C21), 

ȊłƪƭŀŘ ǇǊƻ gestageny a glukokortikoidy [35] 

 

 

hōǊłȊŜƪ 10: Struktura gonanu, estranu, androstanu a pregnanu. 

 

3.3.3. Steroidogeneze 

tǊƻŎŜǎ ǇǌŜƳŠƴȅ ŎƘƻƭŜǎǘŜǊƻƭǳ ό/нтύ Ǿ ŘŀƭǑƝ ǎǘŜǊƻƛŘƴƝ ƭłǘƪȅ ǎŜ ƴŀȊȇǾł steroidogeneze. 

/ƘƻƭŜǎǘŜǊƻƭ ƳǻȌŜ ōȇǘ ȊƝǎƪłǾłƴ Ƨŀƪ ŜȄƻƎŜƴƴŠ ǇƻǘǊŀǾƻǳΣ ǘŀƪ ƧŜ ǾȅǘǾłǌŜƴ ŜƴŘƻƎŜƴƴŠ 

v ƭƛŘǎƪŞƳ ǘŠƭŜΣ ǇƻƳƻŎƝ ōƛƻǎȅƴǘŜǘƛŎƪŞ cesty z acetyl-koenzymu !Σ ǇǌŜǎ ƳŜǾŀƭƻƴłǘ, 

ȊŀŎȅƪƭŜƴƝ ǘǊƛǘŜǊǇŜƴǳ ǎƪǾŀƭŜƴǳ a lanostrol [33, 35, 36]. 
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hōǊłȊŜƪ 11: Struktura cholesterolu - ǇǊŜƪǳǊȊƻǊǳ ǎǘŜǊƻƛŘǻΦ 

 

{ǘŜǊƻƛŘƻƎŜƴŜȊŜ ǇǊƻōƝƘł Ǿ ǊǻȊƴȇŎƘ ǘȅǇŜŎƘ ǘƪłƴƝΦ tǊƻŎŜǎ ǇǊƻōƝƘŀƧƝŎƝ Ǿ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ 

ǾǊǎǘǾłŎƘ ƪǻǊȅ ƴŀŘƭŜŘǾƛƴ ƧŜ ȊƻōǊŀȊŜƴ ƴŀ hōǊłȊku 12Σ ȊŀǘƝƳŎƻ Ǿ ǇƻƘƭŀǾƴƝŎƘ ȌƭłȊłŎƘ ƴŀ 

hōǊłȊƪǳ 13. MineraloƪƻǊǘƛƪƻƛŘȅ ǾȊƴƛƪŀƧƝ ǾŜ ǾƴŠƧǑƝ ǾǊǎǘǾŠ ƪǻǊȅ ƴŀŘƭŜŘǾƛƴ ȊǾŀƴŞ zona 

glomerulosa. V ƴŀǾŀȊǳƧƝŎƝ ǾǊǎǘǾŠ ƪǻǊȅ ƴŀŘƭŜŘǾƛƴΣ ȊƻƴŠ ŦŀǎŎƛŎǳƭŀǘŀ, Ƨǎƻǳ ǎȅƴǘŜǘƛȊƻǾłƴȅ 

ƭłǘƪȅ ȊŜ ǎƪǳǇƛƴȅ ƎƭǳƪƻƪƻǊǘƛƪƻƛŘǻΦ ±Ŝ ǾƴƛǘǌƴƝ ǾǊǎǘǾŠ ƪǻǊȅ ƴŀŘƭŜŘǾƛƴΣ ȊƽƴŠ ǊŜǘƛŎǳƭŀǊƛǎΣ 

ǎƻǳǎŜŘƝŎƝ ǎ ƧŜƧƝ ŘǌŜƴƝ Ƨǎƻǳ ǎȅƴǘŜǘƛȊƻǾłƴȅ ŀƴŘǊƻƎŜƴȅΦ {ȅƴǘŞȊŀ Ǿ ǇƻƘƭŀǾƴƝŎƘ ȌƭłȊłŎƘ ƧŜ 

ƻōŘƻōƴłΦ hŘƭƛǑƴƻǎǘƝ ƧŜ ƘƭŀǾƴŠ ǊǻȊƴł ƳƝǊŀ ǇǌŜƳŠƴ [36]. 

 

hōǊłȊŜƪ 12: tǊƻŎŜǎ ǎǘŜǊƻƛŘƻƎŜƴŜȊŜ ǇǊƻōƝƘŀƧƝŎƝ Ǿ ƴŀŘƭŜŘǾƛƴłŎƘΦ ¦ǇǊŀǾŜƴƻ ŘƭŜ [36]. 
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hōǊłȊŜƪ 13Υ tǊƻŎŜǎ ǎǘŜǊƻƛŘƻƎŜƴŜȊŜ ǇǊƻōƝƘŀƧƝŎƝ v ǇƻƘƭŀǾƴƝŎƘ ȌƭłȊłŎƘΦ 2ŜǊƴŞ ǑƛǇƪȅ jsou 

ǇƻǳȌƛǘȅ pro steroidogenezi v ǘƘŞŎŀ ŀ ƎǊŀƴǳƭƽȊƴƝŎƘ ōǳƶƪłŎƘ ŀ ƳƻŘǊŞ ǇǊƻ ǎǘŜǊƻƛŘƻƎŜƴŜȊƛ 

v [ŜȅŘƛƎƻǾȇŎƘ ōǳƶƪłŎƘΦ  Upraveno dle [36]. 

 

оΦоΦпΦ WŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ǎƪǳǇƛƴȅ ǎǘŜǊƻƛŘǻ 

3.3.4.1. Androgeny 

!ƴŘǊƻƎŜƴȅ Ƨǎƻǳ ƳǳȌǎƪŞ ǇƻƘƭŀǾƴƝ ƘƻǊƳƻƴȅΣ ƳŜȊƛ ƪǘŜǊŞ ǇŀtǌƝ testosteron a 

dihydrotestosteronΦ bŜƭȊŜ ǘŀƪŞ ƻǇƻƳŜƴƻǳǘ ŘŜƘȅŘǊƻŜǇƛŀƴŘǊƻǎǘŜǊƻƴ ό5I9!ύ ŀ 

androsten-4-ŘƛƻƴŜΣ ƪǘŜǊŞ ǇƭƴƝ Ǌƻƭƛ ƳŜȊƛǇǊƻŘǳƪǘǻ ǎȅƴǘŞȊȅ ǘŜǎǘƻǎǘŜǊƻƴǳ, jejichȌ aktivita 

ƧŀƪƻȌǘƻ ŀƴŘǊƻƎŜƴǻ ƧŜ ǘŞƳŠǌ ƴǳƭƻǾł [37, 38]. 

¢ŜǎǘƻǎǘŜǊƻƴΣ ƘƭŀǾƴƝ ŀƴŘǊƻƎŜƴΣ ƧŜ Ǿ ƭƛŘǎƪŞƳ ǘŠƭŜ ǎȅƴǘŜǘƛȊƻǾłƴ ǇǌŜǾłȌƴŠ [ŜȅŘƛƎƻǾȇƳƛ 

ōǳƶƪŀƳƛΣ ƴƛŎƳŞƴŠ Ȋŀ ȊƳƝƴƪǳ ǎǘƻƧƝ ƛ ǎȅƴǘŞȊŀ Ǿ ƻǾłǊƛƝŎƘ ȌŜƴΣ hōǊłȊŜƪ 13Φ 5ŀƭǑƝƳ ƳƝǎǘŜƳ 

ǎȅƴǘŞȊȅ ǘƻƘƻǘƻ ƘƻǊƳƻƴǳ ƧŜ Ȋƻƴŀ ǊŜǘƛŎǳƭŀǊƛǎ ƪǻǊȅ ƴŀŘƭŜŘǾƛƴΣ Ƨŀƪ ƳǻȌŜƳŜ ǾƛŘŠǘ ƴŀ 

hōǊłȊƪǳ 12. Testosteron se pƻŘƝƭƝ ƴŀ ǾȇǾƻƧƛ ŘǊǳƘƻǘƴȇŎƘ ǇƻƘƭŀǾƴƝŎƘ ƳǳȌǎƪȇŎƘ ȊƴŀƪǻΣ 

ǘŜŘȅ Ǌǻǎǘǳ ǎǾŀƭǻΣ ƪƻǎǘƝ ŀ vzniku ǘȅǇƛŎƪŞƘƻ ƻŎƘƭǳǇŜƴƝΦ ¢ŜǎǘƻǎǘŜǊƻƴ ƧŜ ǘŞȌ ƘƻǊƳƻƴŜƳ ǎŜ 

Ȋƴŀőƴƻǳ ŀƴŀōƻƭƛŎƪƻǳ ŀƪǘƛǾƛǘƻǳΣ ǇƻŘƝƭƝ ǎŜ ǾȇȊƴŀƳƴŠ ƴŀ ǇǊƻŎŜǎǳ ǎǇŜǊƳŀǘƻƎŜƴŜȊŜ ŀ ǘŞȌ ƴŀ 

regulaci osy hypotalamus-ƘȅǇƻŦȇȊŀ-varle. Androgen s ǾȇǊŀȊƴŠƧǑƝƳ ŀƴŘǊƻƎŜƴƴƝm 

ǵőƛƴkem je dihydrotestosteronΦ ±Ȋƴƛƪł Ȋ ǘŜǎǘƻǎǘŜǊƻƴǳ ǇǌŜǾłȌƴŠ Ǿ ǇŜǊƛŦŜǊƴƝŎƘ ǘƪłƴƝŎƘ 

ǇƻƳƻŎƝ ŜƴȊȅƳǳ р-hǊŜŘǳƪǘłȊȅ [36, 37, 39]. 

¨ǇǊŀǾŀ ǾŜ ǎǘǊǳƪǘǳǌŜ ŀƴŘǊƻƎŜƴǻ ǾŜŘƭŀ ƪ ȊŜǎƝƭŜƴƝ ŀƴŀōƻƭƛŎƪŞƘƻ ǵőƛƴƪǳ ŀ ǾȊƴƛƪǳ ǘȊǾΦ 

ŀƴŀōƻƭƛŎƪȇŎƘ ǎǘŜǊƻƛŘǻΦ ½łǎǘǳǇŎŜƳ ǘŞǘƻ ǎƪǳǇƛƴȅ ƧŜ ƴŀƴŘǊƻƭƻƴΦ ¢ŀǘƻ ƭŞőƛǾŀ ǇƻŘǇƻǊǳƧƝ 

ǎȅƴǘŞȊǳ ǇǊƻǘŜƛƴǻΦ ± ǎƻǳőŀǎƴŞ ŘƻōŠ Ƨǎƻǳ ǾȅǳȌƝǾłƴȅ Ǿ ǘŜǊŀǇƛƛ ŀǇƭŀǎǘƛŎƪŞ ŀƴŞƳƛŜΣ ƧŜƭƛƪƻȌ 

podporuƧƝ ŜǊȅǘǊƻǇƻŞȊǳΦ 5ǻƭŜȌƛǘŞ ƧŜ ǘŀƪŞ ȊƳƝƴƛǘΣ ȌŜ ǇǊłǾŠ ǘŀǘƻ ǎƪǳǇƛƴŀ ƭłǘŜƪ ƧŜ ȊƴŜǳȌƝǾłƴŀ 

ǎǇƻǊǘƻǾŎƛ ƪŜ ȊǾȇǑŜƴƝ Ǿȇƪƻƴƴƻǎǘƛ ώ38, 40]. 
































































































































