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Úvod 

P�írodní lé� iva stále p�edstavují významnou skupinu prost�edk�  

pou�ívaných k lé � b�  � i prevenci r� zných onemocn� ní. Lé� ivé rostliny a 

fytoterapeutika, tedy lé� ivé prost�edky p�ipravené z lé� ivých rostlin, tvo�í p�ibli�n �  

25% všech p�edepisovaných lé� iv a zhruba polovinu podílu voln�  prodejných 

lé� ivých p�ípravk�  [1]. P�esto�e jsou lé � iva p�írodního p� vodu za�azována spíše 

do oblasti alternativní medicíny, jejich praktické vyu�ití, jak p �i lé� b�  akutních 

zdravotních problém� , tak jako prevence � i dopl� ková terapie, je zcela nesporné, 

o � em� sv � d� í i fakt, �e v lékárnách neustále roste prodej dopl � k�  stravy 

zalo�ených na ryze p �írodní bázi a také zvyšující se zájem pacient�  o jejich 

zdravotní stav.  

Významnou skupinou látek, které hrají d� le�itou roli v ochran �  organismu 

p�ed negativním p� sobením vn� jšího prost�edí, jsou antioxidanty – sou� asný trend 

zdravého �ivotního stylu. Antioxidanty jsou látky o mezující aktivitu volných 

radikál� , které vznikají v lidském t� le p� sobením r� zných škodlivin z �ivotního 

prost�edí � i stravy, ale nap�íklad i p�i fyzické aktivit� . Volné radikály prokazateln�  

p�ispívají ke vzniku a pr� b� hu diabetu, zán� t�  a nádor� , neurodegenerativních 

chorob � i kardiovaskulárních onemocn� ní a podporují stárnutí [2, 3, 4]. Agresivita 

kyslíkových radikál�  je dána snahou vytrhnout z jiné slou� eniny chyb� jící elektron, 

� ím� vzniká �et� zová reakce, jejím� produktem je op � t volný radikál. Proto je 

pot�eba tyto látky v t� le eliminovat. P�ísun antioxidant�  v p�irozené form�  pomáhá 

chránit organismus p�ed oxidativním poškozením prost�ednictvím zhášení volných 

radikál� . Mezi nejvýznamn� jší p�irozené antioxidanty pat�í vitamíny A, E, C, dále 

karotenoidy, fenolické látky a n� které slou� eniny selenu [5]. Sou� asný klinický 

výzkum je zam�� en také na sledování role antioxida� ních vitamín�  (A, E) 

v prevenci a terapii nádorových onemocn� ní [6]. 

P�írodní lé� iva v p�irozené form�  � i v podob�  komer� n�  vyráb� ného 

dopl� ku stravy musí spl� ovat ur� itá kritéria z hlediska bezpe� nosti a ú� innosti. 

Hodnocení obsahu ú� inných látek v p�írodním materiálu, jako� i monitorování 

hladin r� zných látek v biologických vzorcích, je ji� dlouhou  dobu zájmem 

analytických chemik� , jejich� úkolem je vyvíjet vhodné analytické postu py pro 

separaci, identifikaci a kvantifikaci sledovaných analyt�  ve vzorku. P�i vývoji 

analytických metod je hlavní d� raz kladen na jednoduchost, rychlost, vysokou 

citlivost a opakovatelnost celého postupu. Moderní instrumentace a nové trendy v 
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oblasti analytické chemie velkou m� rou p�ispívají k úsp� šnému �ešení 

analytických úkol�  se zam�� ením na analýzu rozmanitých látek s biologickým 

ú� inkem v komplexních matricích.  
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1 Cíl práce 

Analýza látek s antioxida� ní aktivitou � i jiných biologicky ú� inných slou� enin 

je p�edm� tem studia mnoha analytických laborato�í. Tato diserta� ní práce je 

zam�� ena na vyu�ití r � zných separa� ních metod pro analýzu farmaceuticky 

zajímavých látek p�írodního p� vodu s cílem vyvíjet vhodné analytické postupy pro 

hodnocení daných látek jak na úrovni standard� , tak v p�írodním � i biologickém 

materiálu anebo v dopl� cích stravy. P�edm� tem mého v� deckého zájmu se stala 

r� znorodá skupina látek, jejich� spole � ným jmenovatelem je významná 

antioxida� ní aktivita. Pat�í sem polyfenolické látky, vícenenasycené mastné 

kyseliny a vitamíny A a E. Fenolické látky vykazující jiné ne� antioxida � ní ú� inky 

jsou obsa�eny v ho �ci �lutém ( Gentiana lutea L.), jeho� analýza byla jedním 

z posledních �ešených témat a uzavírá tak pestrou skupinu studovaných 

slou� enin. 

P�ed zapo� etím vlastní praktické � innosti bylo d� le�ité, aby byl d � kladn�  

prostudován biologický význam vybraných látek, jejich fyzikáln� -chemické 

vlastnosti a ji� publikované mo�nosti analýzy. K to mu bylo vyu�ito odborné 

literatury – � eské i zahrani� ní u� ebnice, 	 eský lékopis a p� vodní v� decké 

publikace získané z dostupných databází (Web of Science, Science Direct, 

Analytical Abstracts, vyhledáva�  Google).  

V rámci studia látek s antioxida� ní aktivitou byla pozornost zam�� ena 

p�edevším na fenolické kyseliny p�edstavující významnou skupinu polyfenolických 

látek a na mo�nosti jejich analýzy pomocí moderních  separa� ních technik, 

konkrétn�  plynové chromatografie (GC). Jako p�edsepara� ní krok nezbytný pro 

zakoncentrování cílových analyt�  pro dosa�ení vyšší citlivosti byla zvolena metoda 

mikroextrakce na tuhou fázi (SPME) ve spojení s GC.  

Další skupinu studovaných látek p�edstavují vícenenasycené mastné 

kyseliny (PUFA), co� jsou esenciální látky, které k rom�  hlavních ú� ink�  (úprava 

hladin cholesterolu a nasycených tuk� , sni�ování nadm � rné krevní srá�livosti, 

p�íznivé p� sobení na ko�ní problémy atd.) vykazují i antioxida � ní vlastnosti díky 

p�ítomnosti konjugovaného systému dvojných vazeb. Hlavním zdrojem t� chto 

kyselin je rybí tuk, který je na trhu dostupný ve form�  �elatinových kapslí, 

s uvedenými hladinami nejaktivn� jších látek - eikosapentaenové (EPA) a 

dokosahexaenové (DHA) kyseliny. Cílem mého studia mastných kyselin byla jejich 
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analýza pomocí plynové chromatografie a kontrola obsahu EPA a DHA v r� zných 

parafarmaceutických p�ípravcích s obsahem rybího tuku.  

Vitamíny A a E pat�í k nejd� le�it � jším p�irozeným antioxidant� m. Vedle 

jejich antioxida� ní aktivity je v sou� asné dob�  zam�� ena pozornost na 

monitorování hladin t� chto látek v lidském séru u onkologických pacient�  za 

ú� elem nalezení souvislostí mezi jejich p�íjmem a vlivem na lé� bu nádorových 

onemocn� ní. Retinol (hlavní slo�ka vitaminu A) a � -tokoferol (nej� ast� jší forma 

vitaminu E) jsou rutinn�  stanovovány pomocí kapalinové chromatografie s UV 

detekcí. Novým trendem v oblasti HPLC je uvedení inovativní techniky Ultra 

ú� inné kapalinové chromatografie (UPLC), která umo� � uje vysoce ú� innou a 

rychlou separaci látek díky pou�ití hybridních stac ionárních fází s velmi malým 

pr� m� rem � ástic (1,7 
 m) a vysokých provozních tlak� . Aplikace UPLC p�ináší 

významnou úsporu � asu i mno�ství mobilní fáze, jak bylo studováno v r ámci úkolu 

stanovení retinolu a � -tokoferolu v lidském séru. Sou� ástí této práce bylo také 

srovnání nové UPLC metody s tradi� ní kapalinovou chromatografií a HPLC 

s vyu�itím monolitní stacionární fáze, a to na úrov ni rychlosti, ú� innosti, 

valida� ních parametr�  a celkové finan� ní náro� nosti jednotlivých metod. 

V návaznosti na tento projekt byl zahájen vývoj UPLC metody pro 

stanovení dalších látek ze skupiny vitamín�  A a E ve spojení s hmotnostn� -

spektrometrickou detekcí. Cílem je vyvinout vhodný postup pro sou� asné 

stanovení retinolu, kyseliny retinové a � -, � - a � - tokoferolu v lidském séru pomocí 

techniky UPLC-MS s dosa�ením co nejvyšší citlivosti  daného stanovení. 

Posledním �ešeným tématem byla optimalizace a validace metody pro 

separaci obsahových látek ho�ce (Gentiana lutea L.) pomocí kapilární 

elektroforézy (CE), které jsem se v� novala v rámci studijního pobytu na Univerzit�  

Innsbruck. Ho�cový ko�en (Gentianae radix) obsahuje pestrou škálu r� zných 

slou� enin, z nich� nejvýznamn � jší jsou ho�ké sekoiridoidy a xantony a jejich CE 

stanovení p�edstavuje zajímavou alternativu k tradi� nímu pou�ití kapalinové 

chromatografie.  

Vzhledem k širokému záb� ru pou�ívaných separa � ních metod je nasnad�  

zamyslet se nad výhodami a nevýhodami jednotlivých technik a jejich vyu�itím 

v analýze biologicky aktivních látek, p�edevším slou� enin vykazujících antioxida� ní 

aktivitu. R� zné skupiny látek jsou tradi� n�  analyzovány ustálenými, „zab� hnutými“ 

metodami. Z hlediska alternativních p�ístup�  a nových trend�  v analytické chemii 



12 

 

se nabízí mnoho mo�ností jak modern �  a inovativn�  p�istoupit k analýze 

farmaceuticky zajímavých látek.  
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2 Teoretická � ást – studované látky 

2.1 Látky s antioxida � ní aktivitou 

Spole� nou vlastností látek, je� byly p �edm� tem mého studia, je jejich 

vysoký antioxida� ní potenciál a mo�né vyu�ití v prevenci a terapii r � zných 

onemocn� ní zp� sobených vlivem oxida� ního stresu. Vzhledem k obsáhlosti a 

slo�itosti problematiky týkající se vzniku volných radikál�  v organismu, jejich 

p� sobení a také mechanism�  obrany proti oxida� nímu stresu, bude první � ást 

teoretického úvodu v� nována stru� nému objasn� ní biochemických proces�  a 

vysv� tlení funkce antioxidant�  v lidském t� le. 

  

2.1.1 Vznik volných radikál � , oxida � ního stresu a funkce 

antioxidant �  

[Kapitola byla krom�  odkaz�  uvedených v textu vypracována ze zdroj�  7, 8, 9] 

Vznik volných kyslíkových radikál �  a reaktivních kyslíkových � ástic  

Volné radikály jsou molekuly nebo jejich � ásti nesoucí jeden � i více 

nepárových elektron� . P�ítomnost nepárového elektronu zp� sobuje vysokou 

reaktivitu t� chto � ástic, � ím� dochází k napadání vazeb v jiných molekulách za  

vzniku dalších radikál�  a vzniká tak �et� zová reakce. Z hlediska p� sobení v �ivých 

organismech jsou za nejvýznamn� jší pova�ované p �edevším kyslíkové radikály a 

jejich metabolické produkty, souhrnn�  ozna� ované jako tzv. reaktivní kyslíkové 

� ástice (ROS - reactive oxygen species). Nemén�  významné jsou také jejich 

dusíkaté analogy – RNS (reactive nitrogen species).  

Volné radikály a reaktivní � ástice hrají v biologických systémech dvojí roli. 

Jednak p� sobí prosp� šn�  – ú� astní se obranných mechanism�  p�i bakteriální � i 

virové infekci a podílí se na signaliza� ních procesech v bu� ce, naopak ve vyšších 

koncentracích zp� sobují poškození bun� k, lipidových membrán, protein�  � i DNA. 

Tyto škodlivé ú� inky ROS a RNS jsou za normálních okolností vyvá�en y 

antioxida� ním ú� inkem p�irozených antioxida� ních mechanism�  (enzymových i 

neenzymových). 

Volné radikály vznikají v organismu p�irozen�  jako vedlejší produkty 

normálního � i patologicky zm� n� ného metabolismu, ale navíc pronikají do t� la i 
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z vn� jšího prost�edí. Proto rozlišujeme endogenní a exogenní p�í� iny tvorby ROS 

a RNS. V dýchacím �et� zci dochází v mitochondriích ke spot�eb�  kyslíku O2 za 

vzniku energie a jako nevyhnutelné vedlejší produkty tohoto procesu vznikají volné 

superoxidové radikály O2·, které tvo�í p�ibli�n �  1-2% celkové spot�eby kyslíku. 

Samovoln�  nebo p� sobením superoxiddismutázy (SOD) dochází k p�em� n�  na 

peroxid vodíku H2O2, který sice nemá nepárový elektron, ale je nemén�  reaktivní a 

má schopnost pronikat p�es bun�� né membrány. H2O2 je p�irozen�  odbouráván 

p� sobením enzym�  katalázy (CAT) a glutathion-peroxidázy (GPX) na vodu, 

ovšem v p�ítomnosti �eleznatých � i m�� natých kationt�  se rozkládá za vzniku 

vysoce nebezpe� ného hydroxylového radikálu OH· (tzv. Fentonova reakce). 

Schéma �et� zové reakce je znázorn� no na Obrázek 1.  

 

 

 

Obrázek 1: Schematické znázorn � ní vzniku volných kyslíkových radikál �  a 
reaktivních kyslíkových � ástic (ROS) 
 

P�i virové nebo bakteriální infekci, ale i p�i chronickém zán� tu, se 

organismus brání tvorbou oxidant�  jako NO, O2·, H2O2 � i chloristanových radikál�  

ClO·; podobn�  jsou odbourávány toxické látky p�ijaté z potravy, a to 

prost�ednictvím enzym�  cytochromu P450 za vzniku vedlejších oxida� ních 

produkt� . Volné radikály  jsou tvo�eny také po intenzivní fyzické námaze. 

Za vznik radikál�  z tzv. exogenních p�í� in jsou zodpov� dné � etné faktory 

související s negativním p� sobením vn� jšího prost�edí. Pat�í sem cigaretový kou�, 

UV, rentgenové a gama zá�ení nebo nesprávná strava – �elezo obsa�ené v mase 
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v podob�  barviva hem katalyzuje ji� zmín � nou Fentonovu reakci a op� t vznikají 

nebezpe� né radikály. [2, 3, 4, 10, 11, 12] 

 

Peroxidace lipid �  jako zdroj volných radikál �  

Lipidy slou�í v t � le jako zdroj energie � i tepelná izolace a také jsou d� le�ité 

pro správnou funkci nervové tkán� . Lipoproteiny (kombinace tuk�  a protein� ) jsou 

nezbytnou sou� ástí bun�� ných membrán a umo� � ují transport lipid�  krví. 

Konjugované dvojné vazby obsa�ené v molekulách nena sycených mastných 

kyselin snadno podléhají oxidaci za vzniku nebezpe� ných peroxidových radikál� . 

Peroxidace lipid�  je �et� zová reakce poskytující neustálý p�ísun volných radikál� , 

které p� sobí další peroxidaci a mohou mít ni� ivé ú� inky [13]. Schéma peroxidace 

lipid�  a vznik volných radikál�  je znázorn� no na Obrázek 2. 

 

 
Obrázek 2: Peroxidace lipid � . Reakce je iniciována sv � tlem nebo ionty kov � . Peroxidaci 
podléhají mastné kyseliny obsahující t � i a více dvojných vazeb. [13] 

 

Oxida � ní stres 

Pro správnou funkci organismu je nezbytné, aby byla udr�ena rovnováha 

mezi volnými radikály (oxidanty) a látkami, které jsou schopné reaktivní � ástice 

odstra� ovat (antioxidanty). P�i nadm� rné produkci volných radikál�  � i p�i 

nedostate� né funkci obranných antioxida� ních mechanism�  vzniká tzv. oxida� ní 

stres. Jeho p�í� inou m� �e být op � t vlastní t� lní metabolismus (nap�. p�i zán� tlivé 

reakci) anebo vn� jší stresory �ivotního prost �edí (smog, výfukové plyny, ozón, 

chemická rozpoušt� dla, plís� ové toxiny, psychické nap� tí). Oxida� ní stres má za 

následek vratné � i nevratné zm� ny v organismu a m� �e vést ke vzniku záva�ných 

onemocn� ní jako rakovina, kardiovaskulární onemocn� ní, zán� tlivé procesy, 

neurodegenerativní choroby � i sní�ená aktivita imunitního systému. V � tšina t� chto 
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projev�  také souvisí s v� kem. Oxidativní poškození se po celý �ivot hromadí,  a 

proto se ve vyšším v� ku � ast� ji vyskytují choroby zp� sobené vlivem oxida� ního 

stresu. [2, 3, 4] 

 

Antioxida � ní obranné mechanismy 

K nezbytným p�edpoklad� m správné � innosti organismu pat�í p�irozená 

schopnost odstra� ovat volné radikály a napravovat poškození vzniklá jejich 

škodlivým p� sobením. Antioxida� ní obranné mechanismy zahrnují dv�  základní 

skupiny antioxidant� . Páte� obranných proces�  uvnit� bu� ky tvo�í enzymové 

systémy zastoupené enzymy superoxiddismutásou (SOD), která odbourává 

superoxidový radikál na peroxid vodíku, katalázou (CAT), která p�em�� uje peroxid 

vodíku na kyslík a vodu a glutathion-peroxidázou (GPX), která krom�  peroxidu 

vodíku umí zni� it i nebezpe� ný hydroxylový radikál, a to s pomocí glutathionu 

(GSH), jen� funguje jako donor elektronu. Ve zdravé m organismu nepodléhajícím 

oxida� nímu stresu jsou tak volné radikály udr�ovány na ní zké hladin�  pomocí 

vyvá�eného ú � inku t� chto antioxida� ních enzym� . 

Druhou, nemén�  d� le�itou skupinu antioxidant �  p�edstavují neenzymoví 

„sb� ra� i“ volných radikál�  zastoupené r� znými lipofilními a hydrofilními molekulami 

� i � ástmi bílkovin, které likvidují volné radikály a jejich kyslíkové metabolity (ROS) 

uvnit� i vn�  bu� ky. Mezi t� lu vlastní endogenní antioxidanty pat�í glutathion, 

kyselina mo� ová, bilirubin � i ubichinon (koenzym Q10). Glutathion krom�  výše 

zmín� né funkce dárce elektronu p�i odbourávání H2O2 pomocí GPX i sám 

vychytává volné superoxidové a hydroxylové radikály, a dokonce je schopen i 

opravit n� která poškození DNA. V sou� asné dob�  je však nejv� tší pozornost 

v� nována exogenním antioxidant� m zastoupeným lipofilními a hydrofilními 

vitamíny – vitamín E (p�edevším � -tokoferol), � -karoten (metabolický prekurzor 

vitamínu A), vitamín C a v neposlední �ad�  p�írodními polyfenolickými látkami 

(flavonoidy a fenolické kyseliny) � i stopovými prvky (selen, zinek). Ur� ité 

antioxidanty jsou schopné regenerovat jiné antioxidanty a tím obnovit jejich 

p� vodní funkci. P�íkladem mohou být redoxní cykly vitamín�  E a C, kdy kyselina 

askorbová regeneruje � -tokoferol v membránách a lipoproteinech. [4, 10, 11, 12] 
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Antioxida � ní terapie 

Vzhledem k v� decky prokázanému vlivu oxida� ního stresu na vznik a 

progresi rakoviny je ji� n � kolik desetiletí up�ena pozornost na pou�ití exogenních 

antioxidant�  v prevenci a terapii nádorových onemocn� ní. Nelze ovšem 

zjednodušen�  �íci, jestli u�ívání antioxidant �  jak v p�irozené form�  (tedy 

konzumací ovoce a zeleniny) tak ve form�  potravních dopl� k� , má prosp� šný vliv 

na prevenci � i terapii rakoviny. V sou� asné dob�  probíhá ve v� deckých sférách 

rozsáhlá diskuze na toto téma, p�i� em� názory a také v � decky podlo�ené výsledky 

r� zných studií jsou rozporuplné. 

V 60. a 70. letech minulého století byly postupn�  objeveny biologické 

ú� inky antioxidant�  a jejich vliv na vznik r� zných onemocn� ní. Proto není 

p�ekvapivé, �e se velmi rozší �ilo b� �né u�ívání antioxidant �  ve form�  potravních 

dopl� k� . O n� jaký � as pozd� ji však stále více vyplouvaly na povrch i jiné ne� 

prosp� šné ú� inky t� chto látek, p�edevším vitaminu E, C, � -karotenu a selenu.  

Dokonce byly prokázány i zhoubné ú� inky antioxidant�  vysv� tlené na základ�  

teorie, �e bu � ky lidského t� la pro svoji normální funkci pot�ebují reaktivní kyslíkové 

� ástice a volné radikály, a to nap�íklad pro uskute� n� ní apoptózy (�ízená smrt 

bu� ky) u rozpoznaných pre-kancerogenních � i jinak zm� n� ných bun� k. Ve studii 

Amese a kol. z roku 1993 [4] je diskutován význam konzumace antioxidant�  

v ovoci a zelenin�  s takovým záv� rem, �e dostate � ný p�ísun t� chto potravin je 

spojen s ni�ším rizikem vzniku degenerativních onem ocn� ní, a naopak 

nedostate� ná konzumace vede k vyššímu výskytu t� chto nemocí. Naopak Dreher 

a Junod v roce 1995 [11] publikovali práci, kde p�ipouští, �e vysoké hladiny � -

tokoferolu v séru souvisí se sní�eným výskytem rako viny, ale p�ísun Vitaminu E a 

� -karotenu v dopl� cích stravy nesní�il incidenci rakoviny plic u ku �ák� . Nejnov� jší 

studie z let 2006-2007 [12, 14, 15, 16, 17] se ji� pln�  zabývají tzv. paradoxem role 

antioxidant�  („antioxidant paradox“) a diskutují o zajímavém rozporu vyplývajícího 

ze dvou fakt� : 1. antioxidanty prokazateln�  vychytávají volné radikály, které 

zp� sobují poškození tkání a tím vyvolávají nebezpe� ná onemocn� ní, avšak 2. 

konzumace antioxida� ních dopl� k�  nesni�uje výskyt rakoviny a naopak m � �e 

v n� kterých p�ípadech i škodit. 

Druhou nemén�  kontroverzní oblastí je pou�ívání antioxida � ních dopl� k�  

b� hem chemoterapie p�i nádorovém onemocn� ní. Zde proti sob�  stojí dv�  odlišná 

stanoviska, z nich� první konstatuje, �e antioxidan ty sni�ují toxicitu n � kterých 
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chemoterapeutik, a tím umo� � ují zvýšit podanou dávku a zesílit tím ú� inek 

chemoterapie. Druhé tvrzení naopak poukazuje na nebezpe� í antioxidant� , které 

mohou v pr� b� hu terapie p� sobit jako ochrana nádorové tkán� , a tím bránit ú� inku 

cytostatik. H. E. Seifried a kol. [15] shrnují situaci tak, �e nelze zjednodušen �  

prohlásit, jestli je pou�ívání antioxidant �  p�i prevenci � i lé� b�  záva�ných 

onemocn� ní u�ite � né � i nikoliv. V�dy zále�í na ka�dém konkrétním p �ípadu, stavu 

pacienta, typu onemocn� ní � i charakteru lé� by. Avšak v populaci s nedostate� nou 

vý�ivou je zvýšený p �ísun antioxidant�  v potrav�  � i ve form�  dopl� k�  v�dy 

blahodárný.  

 

2.1.2 Polyfenolické slou � eniny 

Z chemického hlediska tvo�í fenolické látky velmi rozsáhlou skupinu 

slou� enin charakterizovanou p�ítomností alespo�  jednoho aromatického jádra 

s alespo�  jednou navázanou fenolickou (hydroxylovou) skupinou, která je volná 

nebo vázaná jako ester, ether � i glykosid. Rostlinné fenoly jsou pak sekundární 

metabolity rostlin spl� ující tyto strukturní podmínky, avšak �adí se do r� zných 

fytochemických skupin [18]. Polyfenolické látky lze rozd� lit na flavonoidy a 

fenolické kyseliny, p�i� em� fenolické kyseliny tvo �í asi t�etinu všech p�írodních 

fenolických látek [19].  

 

Fenolické kyseliny  

Všechny slou� eniny obsahující ve své struktu�e alespo�  jednu 

karboxylovou skupinu a hydroxyl vázaný na aromatickém jád�e lze ozna� it jako 

fenolické (p�íp. fenolové) kyseliny. Fenolické kyseliny p�ítomné v rostlinách a 

rostlinných produktech zahrnují dv�  skupiny látek - deriváty odvozené od kyseliny 

hydroxybenzoové a hydroxysko�icové. Chemické vzorce a rozd� lení fenolických 

kyselin je znázorn� no na Obrázek 3. Hydroxybenzoové kyseliny se vyskytují volné 

nebo ve form�  ester�  � i glykosid�  a k nejvýznamn� jším pat�í kyselina gallová, 

vanilová, syringová a protokatechová. Kyselina gallová slou�í v rostlinném 

organismu jako substrát pro syntézu tanin� , které chrání rostlinu p�ed p� sobením 

hmyzu a r� zných patogen� .  

Hydroxysko�icové kyseliny se vyskytují v� tšinou ve form�  ester�  a jsou 

zastoupené kyselinou kávovou, hojn�  obsa�enou v káv � , a kyselinami ferulovou, 

p-kumarovou � i sinapovou. Spojením molekul kyseliny kávové a chinové pomocí 
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esterové vazby vzniká kyselina chlorogenová, která je velmi rozší�ená v ovoci a 

zelenin� , p�edevším v jejich vn� jších vrstvách [18, 20]. Bohatými zdroji fenolických 

látek jsou nápoje, p�edevším � ervené víno, ovocné d�usy, � aje, káva, ale také 

nap�íklad � okoláda [19]. 

 

 
Obrázek 3: Chemická struktura fenolických kyselin –  derivát �  hydroxybenzoové a 
hydroxysko � icové kyseliny 

 

 

Biologická aktivita fenolických kyselin 

Farmakologický ú� inek fenolických látek, pota�mo fenolických kyselin , 

vyplývá z jejich schopnosti se snadno oxidovat, a tedy p� sobit jako antioxidant. 

V nedávné dob�  se markantn�  zvýšil zájem o fenolické látky práv�  díky jejich 

antioxida� ním vlastnostem a mo�ném pozitivním dopadu na lidsk é zdraví, 

p�edevším v oblasti lé� by a prevence rakoviny � i kardiovaskulárních onemocn� ní 

[12, 21]. Fenolické kyseliny v organismu pravd� podobn�  p� sobí jako „terminátory“ 

�et� zových reakcí – ochotn�  poskytují atom vodíku za vzniku fenoxylového 

radikálu (PhO·), který je relativn�  stálý a ji� neiniciuje další radikálové reakce. 

Fenoxylový radikál m� �e ukon � it �et� zovou reakci i tím, �e sám reaguje s jiným 

volným radikálem. Z v� deckých výzkum�  ovšem vyplývají i negativní ú� inky 

fenolických látek. P�i jejich vysoké koncentraci, p�ítomnosti redukujících kov�  (Cu, 

Fe) a v bazickém prost�edí mohou tyto látky p� sobit jako pro-oxidanty [12]. 
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Fyzikáln � -chemické vlastnosti 

Fenolické kyseliny jsou rozpustné v organických rozpoušt� dlech, p�i� em� 

zvýšení rozpustnosti lze dosáhnout p�idáním uhli� itanu. Kyseliny vázané ve form�  

glykosid�  jsou rozpustné i ve vod� . Všechny látky se snadno oxidují, a to 

p�edevším v bazickém prost�edí, a proto jsou velmi nestálé. P�i manipulaci s nimi 

se doporu� uje pracovat v inertní atmosfé�e, vyhýbat se extrémním hodnotám pH a 

vyšší teplot�  (nad 30°C).  

 

Extrakce fenolických kyselin  

Tradi� ním a stále nejvíce rozší�eným zp� sobem extrakce fenolických látek 

z rostlinného vzorku je extrakce pomocí organických rozpoušt� del (methanol, 

ethanol, ethylacetát, aceton, hexan). U málo lipofilních látek lze pou�ít sm � s 

alkoholu a vody. Tímto postupem se však do rozpoušt� dla vyextrahují nejen cílové 

analyty, ale i jiné ne�ádoucí látky. Selektivní sep arace jednotlivých strukturních 

skupin lze dosáhnout vyu�itím dalších extrak � ních technik, nap�íklad extrakcí 

kapaliny kapalinou (LLE), kdy separaci volných kyselin, ester�  a glykosid�  

provedeme pomocí �ady nemísitelných rozpoušt� del o zvyšující se polarit�  [18]. 

Pro extrakci fenolických kyselin do organického rozpoušt� dla je d� le�ité okyselení 

vodné fáze, nebo
  jen kyseliny v neionizované form�  p�ejdou do organické vrstvy. 

	 asto se také p�idává k rozpoušt� dlu i antioxida� ní p�ísada (nap�. kyselina 

askorbová � i butylhydroxytoluen (BHT)), aby se zabránilo samovolné oxidaci 

fenolických látek. Nevýhodou všech „rozpoušt� dlových“ extrak� ních metod je však 

velká spot�eba organických rozpoušt� del zat� �ující �ivotní prost �edí.  

Proto se b� hem nedávných let pozornost obrátila sm� rem k alternativním 

extrak� ním postup� m, které jsou mén�  nebezpe� né pro lidské zdraví. Publikované 

nekonven� ní extrak� ní metody umo� � ující izolaci fenolických látek z p�írodních 

materiál�  zahrnují nap�. extrakci na pevnou fázi (SPE) [22, 23, 24, 25, 26, 27], 

superkritickou fluidní extrakci pomocí kapalného oxidu uhli� itého (SFE) [28, 29], 

mikrovlnnou extrakci (MAE) [30], extrakci sm� sí ethanolu s vodou pomocí 

ultrazvuku [27], � i extrakci vroucí vodou za vyššího tlaku [31]. V poslední citované 

práci [31] bylo popsáno zajímavé srovnání � ty� extrak� ních postup�  pro izolaci 

vybraných polyfenolických látek v� etn�  fenolických kyselin z r� zných bylinek, a to 

(1) extrakcí do z�ed� ného ethanolu/methanolu, (2) vodní destilací, (3) vyluhováním 

a následným promýváním 100% methanolem a (4) tzv. dynamickou ultrazvukovou 
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extrakcí ethanolem (Dynamic Sonication Assisted Extraction – DSAE). Poslední 

zmín� ný postup prokázal nejlepší výt� �nost (100%), významnou úsporu � asu (15 

min.) a rozpoušt� dla (10 ml).  

Novinkou v oblasti extrakce na pevnou fázi je tzv. Matrix Solid-phase 

Dispersion (MSPD), která byla popsána v práci M. S. Dopico-Garcíi [27] p�i izolaci 

fenolických slou� enin z hrozn� . Vzorek je rozdrobn� n na velmi malé � ástice a 

smíchán s C18 sorbentem. Z této sm� si se vytvo�í homogenní vrstva, p�es kterou 

je pomocí vakua protla� ován okyselený methanolický roztok a dochází tak k eluci 

cílových látek. Ve srovnání s klasickou SPE však poskytuje ni�ší výt � �nost. 

 

Analýza fenolických kyselin 

Vzhledem k hojnému výskytu polyfenolických látek v p�írod�  a také díky 

velkému zájmu o sledování jejich obsahu v r� zných rostlinných zdrojích � i v 

potravinách, nebo dokonce i v biologických vzorcích, bylo b� hem posledních 

desetiletí publikováno mnoho p� vodních v� deckých prací zabývajících se 

analýzou flavonoid�  a fenolických kyselin. Metodou volby, a tedy nej� ast� ji 

pou�ívanou technikou, se zdá být vysokoú � inná kapalinová chromatografie 

(HPLC). Separace je v� tšinou dosa�ena pomocí reverzní C18 stacionární fáz e, k 

eluci analyt�  je pou�ita sm � s okyselené vodné fáze a polárního organického 

rozpoušt� dla (methanol � i acetonitril), � asto v gradientovém módu [28]. 

Nejb� �n � jším typem detekce je spektrofotometrie v UV oblasti v rozsahu vlnových 

délek 280-320 nm, v mnoha pracích vyu�ívající detek tor diodového pole (DAD) 

[32]. V nejnov� jších publikacích se stále � ast� ji objevuje zapojení hmotnostn� -

spektrometrického detektoru (MS) [26, 33], co� umo� � uje zvýšení citlivosti a 

selektivity daného stanovení. K mén�  � astým zp� sob� m detekce pak pat�í 

elektrochemický detektor [34] � i detektor rozptylu sv� tla (Evaporative Light 

Scattering Detector) [35]. 

Alternativní p�ístup k analýze fenolických kyselin p�edstavuje pou�ití 

elektromigra� ních metod, které nabízejí vysokou ú� innost separace a nízké 

náklady. V posledních dvou letech bylo publikováno n� kolik prací prezentujících 

analýzu fenolických kyselin v r� zném rostlinném materiálu pomocí kapilární 

zónové elektroforézy (CZE) [36, 37], kapilární elektrochromatografie (CEC) [38] � i 

micelární elektrokinetické chromatografie (MEKC) [39].  



22 

 

Vyu�ití plynové chromatografie (GC) sice vy�aduje d erivatizaci, tedy 

p�evedení net� kavých analyt�  (látek s vysokou teplotou varu nebo takových, které 

se p�i vyšší teplot�  rozkládají) na t� kavé deriváty, co� se m � �e jevit jako 

nep�íjemná komplikace analytického postupu, p�esto má GC v analýze fenolických 

látek také sv� j význam a p�ináší výhodu nap�íklad ve spojení s MS detekcí. 

V p�ípad�  analýzy fenolických kyselin lze pro bezvodou derivatizaci pou�ít silyla � ní 

� inidla anebo ethyl � i methyl- chloroformiáty, které umo� � ují derivatizaci i za 

p�ítomnosti vody [32, 40, 41].  

 

2.1.3 Antioxida � ní vitamíny 

Jednu z nejd� le�it � jších slo�ek neenzymového obranného systému 

organismu tvo�í antioxida� ní vitamíny – lipofilní vitamín E a hydrofilní vitamín C. 

Antioxida� ní aktivita jiného lipofilního vitamínu - vitamínu A a jeho prekurzoru � -

karotenu – je v sou� asné dob�  intenzivn�  zkoumána a dokonce je sledován i 

opa� ný, pro-oxida� ní ú� inek karotenoid� . Vitamín A má však i jiné ne� 

antioxida� ní vlastnosti, pro které je v medicín�  vyu�íván.  

V rámci diserta� ní práce jsem se hloub� ji zabývala analýzou vitamín�  A a 

E, proto budou následující kapitoly v� novány práv�  t� mto látkám (p�edevším 

tokoferol� m, retinolu a kyselin�  retinové) s cílem p�edstavit jejich význam, 

vlastnosti a mo�nosti analýzy v biologických vzorcí ch. 

 

Vitamín E  

Hlavním antioxidantem plazmy a bun�� ných membrán je v tucích rozpustný 

vitamín E. V p�írod�  se vyskytuje v osmi formách - � , � , � , � -tokoferol a � , � , � , � -

tokotrienol. Všechny formy se skládají z chromanového kruhu a postranního 

isoprenoidního (fytylového) �et� zce tvo�eného 16 atomy uhlíku. Tokoferoly 

obsahují nasycený fytylový �et� zec, zatímco tokotrienoly nenasycený �et� zec.  � , 

� , �  a � -formy se navzájem liší stupn� m methylace na chromanovém kruhu a 

polohou methylových skupin [42, 43]. Chemická struktura vitamínu E je 

znázorn� na na Obrázek 4.  
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Obrázek 4: Strukturní vzorce r � zných forem vitamínu E. Polohy 2, 4‘ a 8‘ p � edstavují centra 
chirality v molekulách tokoferol � . 

 

P�irozen�  se vitamín E vyskytuje v potravinách bohatých na tuky a 

nenasycené mastné kyseliny. Nejbohatším zdrojem je olej z pšeni� ných klí� k� , ale 

také palmový � i sojový olej, mandle, burské o�íšky a listová zelenina [43, 44]. 

Vitamín E lze však nalézt i v potravinách �ivo � išného p� vodu – ve vaje� ném 

�loutku, másle, sádle, mase � i játrech [45]. V rostlinných zdrojích se vyskytuje 

v� tšinou výrazn�  více tokoferol�  ne� tokotrienol � , p�i� em� nejhojn � ji 

zastoupenými jsou v rostlinných olejích � -tokoferol, v ovoci a zelenin�  � -tokoferol. 

V potravinách �ivo � išného p� vodu naopak více ne� 90% tvo �í � -tokoferol, mén�  

ne� 10% � -tokoferol a velmi malé mno�ství tokotrienol [43, 4 5]. 

 

Biologická aktivita vitamínu E 

Jednotlivé formy vitamínu E vykazují r� znou biologickou aktivitu. 

V molekule tokoferol�  se nachází t� i chirální centra (C2, C4‘, C8‘) umo� � ující 

prostorovou rotaci struktury a tvorbu celkem osmi mo�ných stereoizomer � , které 

se rovn� � liší svojí biologickou aktivitou. V p �írod�  se však nacházejí pouze (2R, 

4‘R, 8’R)-izomery [45]. Podle literatury p�edstavuje (RRR)-� -tokoferol (ozna� ovaný 

té� D- � -tokoferol) nejaktivn� jší formu vitamínu E. Naopak synteticky vyrobený 

vitamin E je tvo�en racemickou sm� sí stereoizomer�  a vykazuje pouze 74% 

ú� inek � istého D-� -tokoferolu [12, 42]. V nedávné dob�  se v� decký zájem up�el 

sm� rem k významu dalších tokoferol� , p�edevším � -tokoferolu. Q. Jiang ve své 

rešeršní práci [46] poukazuje na specifické vlastnosti � -tokoferolu oproti � -

tokoferolu, charakterizované nap�íklad protizán� tlivým ú� inkem � i schopností 



24 

 

vychytávat dusíkové radikály. Navíc v rostlinných zdrojích je práv�  � -tokoferol 

nejhojn� ji zastoupen. Biologický a farmakologický význam � - a � -tokoferol�  zatím 

není p�esn�  objasn� n, nicmén�  také podléhá v� deckému zájmu. Uvádí se, �e � -

tokoferol vykazuje asi 50% aktivity � -tokoferolu, � -tokoferol asi 10% a � -tokoferol 

zhruba 3% [45]. 

Dvojné vazby v molekulách tokotrienol�  umo� � ují geometrickou (cis a 

trans) izomerii, avšak v p�írod�  se vyskytují jen all-trans-izomery. P�ítomnost 

dvojných vazeb má také za následek pokles biologické aktivity tokotrienol�  asi na 

t�etinu ve srovnání s tokoferoly [45]. 

Vitamin E chrání organismus p�ed peroxidací nenasycených lipid� , co� 

znamená, �e brání vícenenasycené mastné kyseliny (P UFA) a lipoproteiny p�ed 

škodlivým p� sobením radikál� . Hraje velmi d� le�itou roli v procesu aterosklerózy, 

nebo
  chrání lipoproteiny o nízké hustot�  (LDL) p�ed oxidací, a tím zabra� uje 

usazování oxida� n�  pozm� n� ných LDL na vnit�ních st� nách cév [42, 47].  

Principem antioxida� ní aktivity vitamínu E je schopnost fenolické 

hydroxylové skupiny na chromanovém kruhu poskytnout elektron � i atom vodíku 

pro radikálovou reakci s lipidickým peroxidovým radikálem ROO·. Odevzdáním 

elektronu z tokoferolu vznikne tzv. tokoferoxylový radikál (Toc·), který je bu�  

regenerován kyselinou askorbovou, koenzymem Q10 � i jinými látkami (nap�. 

glutathionem) zp� t na aktivní tokoferol, anebo m� �e reagovat s dalším 

peroxidovým radikálem za vzniku chinonové formy (Toc=O), která sice ji� nem � �e 

být regenerována zp� t na tokoferol, ale není pro organismus dále nebezpe� ná [42, 

43]. 

Po p�ijetí potravou je vitamín E v organismu absorbován asi pouze z 20-

40%. Jeho vst�ebání v trávicím traktu úzce souvisí s absorpcí dalších lipid�  a 

probíhá ve sliznici tenkého st�eva, kde jsou molekuly vitamínu E uzav�eny do 

tukových � ástic, tzv. chylomikron� . V této form�  pak putují p�es sliznici tenkého 

st�eva a dále prost�ednictvím lymfatického systému a� do krevního ob � hu, odkud 

je vitamín E vychytáván játry – hlavním orgánem zajiš
ujícím ukládání a exkreci 

vitamínu E. Z jater je vylu� ován do krevního �e� išt�  spolu s lipoproteiny. 	 ást 

vitamínu E je transportována do tukové tkán�  [42, 44]. Komer� ní vitamínové 

p�ípravky � asto obsahují estery � -tokoferolu (acetát, sukcinát), které jsou ve 

st�evní mukóze hydrolyzovány na aktivní � -tokoferol podléhající pak stejnému 

metabolismu.  
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Fyzikáln � -chemické vlastnosti 

Za normální teploty jsou tokoferoly na�loutlé viskó zní olejovité kapaliny 

dob�e rozpustné v nepolárních organických rozpoušt� dlech (hexan, petrolether, 

chloroform), mén�  rozpustné v alkoholech (methanol, ethanol) a acetonu a 

nerozpustné ve vod� . Tokoferoly jsou velmi citlivé v�� i vzdušnému kyslíku a 

p� sobením UV zá�ení se rozkládají, proto je nezbytné uchovávat tyto látky 

v chladu (do 4°C) a v tmavých obalech.  

 

Analýza vitamínu E v biologickém materiálu 

Pomineme-li analytické postupy pou�ívané v 70. lete ch minulého století 

vyu�ívající kolorimetrické, spektrofotometrické � i fluorescen� ní metody pro 

kvantifikaci � i tenkovrstvou chromatografii (TLC) pro separaci vitamínu E, lze 

jednozna� n�  tvrdit, �e nejd � le�it � jší technikou pro stanovení t� chto látek je 

vysokoú� inná kapalinová chromatografie [48]. Zapomenout však nesmíme ani na 

plynovou chromatografii, která, jako�to p �edch� dkyn�  HPLC, nalezla široké 

uplatn� ní v analýze tokoferol�  p�edevším v 60. a 70. letech a dodnes je i 

lékopisnou metodou [49].  

Kritickým krokem p�i hodnocení jakéhokoliv analytu ve slo�ité matrici je 

p�íprava vzorku k HPLC analýze, která zahrnuje šetrnou a pokud mo�no úplnou 

extrakci cílových látek ze vzorku a jejich p�evedení do rozpoušt� dla kompatibilního 

s HPLC systémem. P�i manipulaci s tokoferoly a tokotrienoly je d� le�ité zabránit 

jejich snadné oxidaci ochranou vzork�  p�ed p�ímým sv� tlem � i p�ídavkem 

antioxidantu (nap�. kyseliny askorbové, BHT). P�i stanovení vitamínu E v plazm�  a 

séru se nejprve vzorek zbaví krevních bílkovin pomocí deproteiniza� ního � inidla 

(ethanol, aceton, methanol) a poté se podrobí extrakci do nepolárního 

organického rozpoušt� dla, nej� ast� ji hexanu � i heptanu. Záv� rem postupu je 

odpa�ení rozpoušt� dla a rozpušt� ní odparku v mobilní fázi � i v rozpoušt� dle s ní 

mísitelným. [48]  

Klasický p�ístup k HPLC separaci tokoferol�  a tokotrienol�  p�edstavuje 

pou�ití normálních stacionárních fází na bázi silik agelu. Molekuly jednotlivých 

forem vitamínu E jsou zadr�ovány na normální fázi n a základ�  vodíkových vazeb 

mezi fenolickou hydroxylovou skupinou tokoferol� /tokotrienol�  a silanolovými 

skupinami silikagelu. � -tokoferol obsahující t� i methylové skupiny je nejmén�  

zadr�en a eluuje jako první. Dvojné vazby v molekul ách tokotrienol�  zvyšují jejich 
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polaritu, proto jsou tokotrienoly zadr�eny více ne�  tokoferoly. Po�adí eluce na 

normální fázi je tedy následující: � -tokoferol, � -tokotrienol, � -tokoferol, � -tokoferol, 

� -tokotrienol, � -tokotrienol, � -tokoferol a jako poslední � -tokotrienol. Nej� ast� ji 

pou�ívanou mobilní fází je n-hexan s p�ím� sí malého mno�ství polárn � jšího 

rozpoušt� dla, nap�. dietyléteru, 2-propanolu � i 1,4-dioxanu. Nevýhodou 

chromatografie na normální fázi je nestabilita silikagelu, jeho citlivosti na stopy 

vlhkosti a pou�ívání toxických nepolárních organick ých rozpoušt� del. [48] 

Kapalinová chromatografie vyu�ívající chemicky váza né reverzní 

stacionární fáze pat�í k nejrozší�en� jším metodám analýzy bu�  samotného 

vitamínu E, ale také p�i sou� asném stanovení r� zných liposolubilních vitamín�  (E, 

A, D). Dostupné jsou chromatografické kolony s oktadecylsilikagelovou (ODS 

neboli C18) stacionární fází o r� zné velikosti a tvaru � ástic, porozit� , rozmanité 

délky nebo se speciální povrchovou úpravou. V reverzním HPLC systému jsou 

tokoferoly eluovány v opa� ném po�adí, � -tokoferol jako�to nejmén �  polární látka je 

nejvíce zadr�en. Tokotrienoly opouští kolonu také o pa� n�  – eluují p�ed 

p�íslušnými tokoferoly. Separace � - a � -tokoferolu/tokotrienolu, které jsou 

navzájem polohovými izomery, není v� tšinou mo�ná. Proto p �i po�adavku na 

rozd� lení všech forem vitamínu E se analytici � asto vrací k normálnímu 

silikagelovému HPLC systému. Jako mobilní fáze se p�i reverzní chromatografii 

pou�ívá nej � ast� ji 100% methanol nebo methanol dopln� ný malým mno�stvím 

organického rozpoušt� dla – tetrahydrofuranu, ethylacetátu � i chloroformu. [48] 

Vitamíny rozpustné v tucích se � asto stanovují v biologickém materiálu 

sou� asn�  v rámci jedné analýzy. Jedním z témat této diserta� ní práce bylo práv�  i 

sou� asné stanovení vitamínu A a E v séru, proto bude této problematice v� nována 

v� tší pozornost v následující kapitole. 

 

Vitamín A  

Vitamín A zahrnuje skupinu biologicky významných látek, které hrají 

zásadní roli v procesu vid� ní, p�i r� stu, reprodukci � i embryonálním vývoji a které 

jsou d� le�ité pro správnou funkci imunitního systému. V p �ípad�  vitamínu A � asto 

narazíme na nesrovnalosti v názvosloví, nebo
  r� zné literární zdroje p�istupují 

k charakteristice vitamínu A odlišným a lehce matoucím zp� sobem. Správn�  

zahrnuje vitamín A t�i látky – retinol, retinal (neboli retinaldehyd) a kyselinu 

retinovou, ka�dá z nich zastupuje vlastní funkce v organismu. Retinol je „hlavní“ 
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formou vitamínu A v organismu a retinal s kyselinou retinovou pat�í mezi jeho 

deriváty. Retinal je nezbytný pro vid� ní a správnou funkci poko�ky a sliznic, 

kyselina retinová je pak aktivním faktorem pro diferenciaci a vývoj tkání. 

V literatu�e se také setkáme s pojmem „retinoidy“, které ozna� ují skupinu látek 

strukturn�  a funk� n�  p�íbuzných k retinolu. K retinoid� m se navíc �adí i syntetické 

analogy retinolu mající odlišnou strukturu, avšak vykazující biologickou aktivitu 

vitamínu A. Chemická struktura vitamínu A je znázorn� na na Obrázek 5. [42, 50, 

47] 

 

 
Obrázek 5: Struktura r � zných forem vitamínu A.  
 

Vitamín A si um� jí syntetizovat sami pouze �ivo � ichové a n� které bakterie. 

V lidském organismu vzniká z provitamínu � -karotenu, p�i� em� hydrolýzou jedné 

molekuly � -karotenu vznikají v tenkém st�ev�  2 molekuly retinalu, které jsou pak 

redukovány na retinol. Zatímco nadbyte� ný p�ísun vitamínu A je pro organismus 

toxický, � -karotenem se naopak p�edávkovat nem� �eme, nebo 
  z n� j vzniká 

pouze aktuáln�  pot�ebné mno�ství vitamínu A a zbytek je vylou � en stolicí. 

P�irozeným zdrojem vitamínu A jsou potraviny �ivo � išného p� vodu - játra, vaje� ný 

�loutek, máslo, plnotu � né mléko, sýry � i smetana; bohatým zdrojem � -karotenu je 

„barevné“ ovoce a zelenina, p�edevším mrkev, meru� ky, broskve, špenát, zelí a 

brokolice. [3, 42, 47] 
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Biologická aktivita vitamínu A 

Systém p� ti konjugovaných dvojných vazeb v molekulách retinoid�  

umo� � uje vznik mnoha r� zných izomerních forem, p�i� em� nej � ast� jší jsou 

konfigurace all-trans-, 9-cis, 11-cis a 9,13-di-cis. [50] 

P�ísun vitamínu A zabezpe� ují jednak potraviny �ivo � išného p� vodu, 

jednak ovoce a zelenina bohaté na � -karoten, ze kterého vzniká v tenkém st�ev�  

retinol. Vitamínové p�ípravky obsahují vitamín A v� tšinou ve form�  retinyl acetátu, 

tedy esteru, který je ve st�evní mukóze hydrolyzován na retinol. V� tšina retinolu je 

absorbována a dále op� t p�em� n� na na jeho estery (p�edevším retinyl palmitát), 

které tvo�í transportní a zásobní formu vitamínu A. Metabolismus vitamínu A je 

podobný metabolismu tokoferol�  – prost�ednictvím chylomikron�  je retinyl palmitát 

dopraven do jater, kde je dále vyu�íván. [42] 

Retinol v t� le p� sobí také nep�ímo prost�ednictvím jeho biologicky aktivních 

metabolit�  – p�edevším 11-cis-retinalu a all-trans-retinové kyseliny (ATRA). ATRA 

je aktivn� jší ne� retinol p �i diferenciaci a vývoji tvaru bun�� ných linií (morfogenezi), 

avšak nem� �e zastupovat funkci retinolu v procesu vid � ní a reprodukce. R� zné 

izomerní formy kyseliny retinové p� sobí na rozdílné receptory, z � eho� také 

vyplývají rozdíly v jejich biologické aktivit� . [51, 50] 

Metabolické funkce vitamínu A jsou t� i a zahrnují (1.) zajišt� ní procesu 

vid� ní, (2.) syntézu glykoprotein�  a (3.) kontrolu proliferace a diferenciace bun� k, 

co� je v � decky nejmén�  objasn� ná oblast, avšak potenciáln�  vyu�itelná v terapii 

rakoviny. Navíc bylo zjišt� no, �e nedostatek vitamínu A v t � le zp� sobuje zvýšenou 

náchylnost k infekcím. Naopak nadbytek p�ijímaného vitamínu A zp� sobuje jak 

akutní tak chronickou toxicitu. Akutní toxicita se projevuje p�i jednorázovém podání 

velmi vysokých dávek (>300 mg) nevolností, zvracením, bolestmi hlavy, a u 

extrémn�  vysokých dávek dokonce i smrtí. Dlouhodobé podávání vyšších dávek 

vitamínu A pak vyvolává negativní chronické ú� inky na centrální nervovou 

soustavu, játra, kosti a ple
 . Kyselina retinová a syntetické retinoidy navíc p�i 

p�edávkování vykazují vysoce teratogenní ú� inky. [42, 50] 

Z farmakologického hlediska se retinoidy pou�ívají jednak v dermatologii 

k lé� b�  akné � i jiných potí�í, ale také v terapii n � kterých druh�  rakoviny. Vyu�ití 

retinoid�  v onkologii vyplývá ze zjišt� ní, �e jejich nedostatek v organismu m � �e být 

rizikovým faktorem pro vznik rakoviny a naopak vysoké dávky mohou být kancero-

protektivní. Zde však nará�íme na problém stanovení  terapeutické dávky 
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vzhledem k prokázané vysoké toxicit�  retinoid� . I p�esto se p�edevším kyselina 

retinová a její deriváty v praxi pou�ívají k lé � b�  r� zných typ�  nádor�  v� etn�  

leukémie. Protinádorové ú� inky retinoid�  jsou vysv� tlovány na principu jejich 

schopnosti inhibovat proliferaci nádorových bun� k. Rizikovou skupinu však tvo�í 

ku�áci, u nich� bylo paradoxn �  zjišt� no, �e vyšší p �íjem vitamínu A a � -karotenu 

z potravních dopl� k�  zp� sobuje � ast� jší výskyt rakoviny. [42, 50, 52] 

 

Fyzikáln � -chemické vlastnosti 

Retinol vytvá�í �luté jehlicovité krystaly mastného vzhledu, je n erozpustný 

ve vod�  a glycerolu, rozpustný v ethanolu, methanolu, chloroformu, etherech a 

v tucích. 	 istá substance i roztok jsou citlivé na vzdušný kyslík a sv� tlo a velmi 

rychle jejich p� sobením oxidují. Oxidace retinolu je urychlována p�ítomností 

t� �kých kov � , zejména �eleza a m � di. Proto se doporu� uje p�ed analýzou p�ipravit 

v�dy � erstvý roztok. Ve výjime� ných p�ípadech lze roztok retinolu skladovat 

v tmavém obalu a inertní atmosfé�e p�i -20°C. Za stejných podmínek se uchovává 

i � istá substance.  

Kyselina retinová tvo�í �luto-oran�ový prášek, je prakticky nerozpustná v e 

vod� , mírn�  rozpustná v alkoholu, chloroformu a etheru a rozpustná v methylen 

chloridu. Vykazuje vysokou citlivost v�� i sv� tlu, teplu a vzduchu. P� sobením 

sv� tla, v kyselém prost�edí � i ú� inkem katalyzujících látek dochází k izomerizaci 

na cis-izomery. 	 istá substance i roztok se uchovávají za stejných podmínek jako 

retinol. 

Obecn�  lze �íci, �e všechny retinoidy jsou citlivé na sv � tlo, teplo a kyslík. 

Proto p�i manipulaci jak se standardy tak s materiálem ur� eným k analýze t� chto 

látek je nutné dodr�ovat p �edepsané skladovací podmínky (tmavé prost�edí, 

inertní atmosféra, teplota -20 a�  -70°C). [50, 53,  54] 

 

Analýza vitamínu A v biologickém materiálu 

Vzhledem k výše zmín� ným a pro praktickou analytiku nep�íjemným 

vlastnostem retinoid�  a také kv� li pom� rn�  nízkým koncentracím t� chto látek 

v biologických vzorcích, jsou pro dosa�ení spolehli vých výsledk�  kladeny vysoké 

nároky na celý analytický proces. HPLC p�edstavuje nej� ast� jší metodu analýzy, a 

to ve spojení s UV detekcí, která je dostate� n�  citlivá díky silné absorbanci 
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retinoid�  p�i specifických vlnových délkách. Fluorescen� ní a elektrochemická 

detekce byla také popsána pro analýzu retinoid� . V n� kterých p�ípadech lze vyu�ít 

dokonce i kapilární elektroforézu, plynovou chromatografii � i hmotnostní 

spektrometrii. [50] 

V klinické praxi se sledují hladiny retinoid�  p�edevším v séru, plazm�  a 

mo� i, ale také v r� zných tkáních � i potravinách. Odebrané vzorky musí být v�dy 

chrán� ny p�ed sv� tlem a vzdušným kyslíkem, nejlépe ihned zpracovány pro 

analýzu, � i pokud to není mo�né, uchovávány p �i -80°C. [50] 

Zp� sob úpravy vzork�  p�ed analýzou vyplývá z fyzikáln� -chemických 

vlastností retinoid�  a p�edstavuje velmi d� le�itý krok pro dosa�ení spolehlivých 

výsledk� . Cílem je separace ký�ených analyt �  od biologické matrice, � eho� je 

nej� ast� ji dosa�eno extrakcí rozpoušt � dlem. Postup je analogický extrakci 

tokoferol�  a zahrnuje op� t dva kroky: Nejprve se vysrá�í bílkoviny pomocí 

rozpoušt� dla mísitelného s vodou (nap�. methanol, ethanol) a následn�  se 

provede liquid-liquid extrakce (LLE) do rozpoušt� dla s vodou nemísitelným 

(hexan). Po jeho odpa�ení je zbytek rozpušt� n v mobilní fázi � i rozpoušt� dle s ní 

mísitelným. Jako alternativní postup slou�í SPE � i on-line úprava vzorku p�ed 

HPLC analýzou. Pro zajišt� ní dobré výt� �nosti, správnosti a opakovatelnosti 

celého procesu je doporu� eno p�idání vnit�ního standardu ke vzorku ješt�  p�ed 

zapo� etím jeho úpravy. Tento postup je prakticky shodný s úpravou vzork�  pro 

analýzu tokoferol� , proto je mo�né extrahovat v jednom kroku jak reti nol, tak 

tokoferoly, ale i další p�ítomné neutrální lipofilní látky (karotenoidy).  Naopak 

polární ionizovatelné retinoidy, mezi n� � pat �í kyselina retinová a její izomery, lze 

ú� inn�  vyextrahovat a� po okyselení vodného média pomocí z�ed� né octové 

kyseliny. Jako rozpoušt� dlo se pak pou�ije ethyl-acetát � i jeho sm� s s hexanem. 

[50] 

Auto�i Kane et al. [51] pou�ili pro sou � asnou extrakci všech retinoid�  

následující postup: Nejprve se provede precipitace protein�  pomocí 

methanolického roztoku KOH a extrakce hexanem. Po centrifugaci se odd� lí 

hexanová vrstva s vyextrahovanými neutrálními lipidy (retinol a estery retinolu). 

Pro získání kyseliny retinové se ke zbylé vodné fázi p�idá kyselina chlorovodíková 

a po prot�epání se provede op� t extrakce do hexanu. Odd� lená hexanová vrstva 

pak obsahuje kyselinu retinovou. 

V literatu�e však byla popsána i � asto pou�ívaná metoda zahrnující pouze 

p�idání vodou mísitelného organického rozpoušt� dla (EtOH, MeOH, ACN, ACN-
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butanol), centrifugaci a nást�ik supernatantu. Tento postup je sympatický svojí 

jednoduchostí (vyhneme se pou�ití organických rozpo ušt� del pro extrakci), avšak 

neumo� � uje zakoncentrování analyzovaných látek. Toho však lze dosáhnout 

za�azením jednoho kroku navíc – pomocí odpa�ení rozpoušt� dla a rozpušt� ní 

zbytku v menším mno�ství (nejlépe) mobilní fáze. Po dobn�  lze vynechat 

precipitaci bílkovin a provést p�ímou extrakci organickým rozpoušt� dlem. Zde se 

však pro lepší vyextrahování retinoid�  vázaných na krevní bílkoviny p�idává roztok 

soli � i pufr. [50] 

HPLC je metodou volby pro analýzu retinoid�  v biologickém materiálu a 

zahrnuje mo�nost pou�ití jak normálních, tak reverz ních stacionárních fází, 

p�i� em� ka�dý systém má r � zné výhody. P�i analýze na normální fázi (silikagel, 

modifikovaný silikagel) je mo�né lépe separovat geo metrické izomery retinoid� , 

avšak jako mobilní fáze se pou�ívají nevodná organi cká rozpoušt� dla (hexan, 

heptan, p�íp. p�ídavek mísitelného polárního rozpoušt� dla). Naopak reverzní 

HPLC systém pou�ívající nej � ast� ji C18, C8 � i fenylové C18 stacionární fáze 

umo� � uje pou�ití polárních rozpoušt � del (MeOH, ACN, p�íp. p�ídavek pufru, 

kyseliny � i tetrahydrofuranu nebo butanolu), avšak za b� �ných podmínek je 

dosa�eno pouze separace jednotlivých t �íd retinoid� , nikoliv jejich izomer� . [50] 

 

Sou� asné HPLC stanovení vitamín �  A a E v lidském séru 

Podání cytotoxických lé� iv � i radioterapie v rámci onkologické lé� by jsou 

spojené se vznikem oxida� ního stresu a porušením antioxida� ní rovnováhy. Proto 

je d� le�ité sledovat u lé � ených pacient�  antioxida� ní stav jejich organismu, co� je 

umo�n � no práv�  monitorováním sérových hladin vitamín�  A a E. V sou� asnosti je 

t� mto látkám v� nována pozornost také kv� li jejich potenciálním protirakovinným 

ú� ink� m. Hladiny liposolubilních vitamín�  (v� etn�  vitamín�  D a K) v séru jsou však 

sledovány i pro kontrolu nutri� ního stavu organismu. [6, 55] 

K nej� ast� ji sledovaným látkám pat�í p�edevším all-trans-retinol a � -

tokoferol, s pou�itím retinyl acetátu, � -tokoferyl acetátu nebo tokolu jako vnit�ního 

standardu. Vedle t� chto základních analyt�  se také stanovují estery retinolu 

(palmitát, stearát), jejich� hladiny mohou poukazov at na míru poškození st� ny 

tenkého st�eva po chemo- a radioterapii [56]. Krom�  � -tokoferolu se � asto hodnotí 

i hladiny � -tokoferolu, který vykazuje velkou antioxida� ní aktivitu a v sou� asnosti je 

intenzivn�  studován jeho biologický význam v organismu [57].  
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Vzhledem ke spole� nému lipofilnímu charakteru látek vitamín�  A a E 

nevy�aduje jejich sou � asná analýza významn�  odlišné podmínky pro úpravu 

biologického materiálu. Nej� ast� ji pou�ívaný postup pro jednoduchou analýzu 

retinolu a � -tokoferolu zahrnuje extrakci pomocí ethanolu a hexanu a analýzu na 

C18 kolon�  s pou�itím mobilní fáze slo�ené bu �  ze stoprocentního methanolu 

nebo sm� si methanolu s acetonitrilem, a to v� tšinou za izokratických podmínek. 

Komplikovan� jší sm� si (v� etn�  � -, � - a � -tokoferolu) je mo�né separovat pomocí 

gradientového módu a zvýšením podílu vody v mobilní fázi. Konven� ním 

zp� sobem detekce je UV spektrofotometrie, a to p�i 325 nm pro retinol a 295 nm 

pro tokoferol [55, 58]. Popsané je však i spojení kapalinové chromatografie 

s fluorescen� ním detektorem [57] � i hmotnostní spektrometrií [59, 60]. 

 

2.1.4  Mastné kyseliny 

Mastné kyseliny (MK) jsou z hlediska vý�ivy nejd � le�it � jší slo�kou lipid � . 

Jedná se o karboxylové kyseliny s alifatickým � i mén�  � asto s aromatickým � i 

alicyklickým uhlíkovým �et� zcem p�ítomné v p�írodních lipidech a pr� myslových 

tucích ve form�  triacylglycerol�  – ester�  glycerolu a t�í molekul mastných kyselin. 

MK se d� lí do t�í základních skupin – nasycené mastné kyseliny (SFA), 

nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (MUFA) a nenasycené 

mastné kyseliny s n� kolika dvojnými vazbami (také vícenenasycené, 

polynenasycené, PUFA). Vícenenasycené mastné kyseliny hrají d� le�itou roli ve 

vý�iv � , ve stavb�  tkání a jsou nezbytnou sou� ástí lipid�  tvo�ících membrány bun� k 

a zajiš
ujících jejich správné vlastnosti a funkce. Jeliko�  jsou PUFA zapojeny do 

proces�  zahrnujících transport elektron�  a kyslíku, za�adila jsem je také mezi látky 

s antioxida� ní aktivitou, p�esto�e jejich význam spo � ívá v jiných úlohách. [3, 61, 

62] 

 

Vícenenasycené mastné kyseliny (PUFA)  

Vícenenasycené mastné kyseliny obsahují ve své molekule 2-6 dvojných 

vazeb. Podle polohy první dvojné vazby od koncové methylové skupiny je d� líme 

na � -6 (také n-6) a � -3 (n-3) kyseliny. Strukturu jednotlivých kyselin lze jednoduše 

znázornit zkráceným názvem (nap�. � -linolenové kyselin�  odpovídá zkratka 

18:3n3, kde 18 vyjad�uje po� et uhlík� , 3 je po� et dvojných vazeb a n-3 znázor� uje 

polohu první dvojné vazby. Mezi nejvýznamn� jší zástupce pat�í kys. linolová 
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(18:2n6), � -linolenová (18:3n3), � -linolenová (18:3n6), eikosapentaenová (EPA, 

20:5n3) a dokosahexaenová (DHA, 22:6n3). Chemická struktura kyseliny 

eikosapentaenové a linolové je znázorn� na na Obrázek 6. [61, 63] 

 

EPA (20:5n3) Linolová kyselina (18:2n6)EPA (20:5n3) Linolová kyselina (18:2n6)

 
Obrázek 6: Chemická struktura dvou vícenenasycených  mastných kyselin  
 

 

Výskyt a biologická aktivita PUFA 

	 lov� k p�ijímá MK ve form�  lipid�  (fosfolipidy, triglyceridy), které se v 

tenkém st�ev�  št� pí na volné mastné kyseliny a jako takové se vst�ebávají st�evní 

st� nou. N� které MK je lidský organismus schopen sám syntetizovat. Avšak 

polynenasycené n-3 a n-6 kyseliny (� -linolenová, linolová) si neumí sám vytvá�et, 

p�esto�e je k �ivotu nezbytn �  pot�ebuje. Tyto látky se proto ozna� ují jako tzv. 

esenciální mastné kyseliny a musíme je p�ijímat v dostate� ném mno�ství 

potravou.  

V lidském organismu se linolová a � -linolenová kyselina (získané z potravy) 

prodlu�ují o 2-6 atom �  uhlíku (tzv. elongace) a tvo�í se i další dvojné vazby (tzv. 

desaturace), co� vede ke vzniku mastných kyselin s 20 - 24 atomy uhlíku a se 3-6 

dvojnými vazbami. Tyto látky krom�  d� le�ité role stavebních kamen �  biologických 

membrán zajiš
ujících jejich fluiditu a flexibilitu fungují jako nezastupitelné 

prekurzory pro syntézu tromboxan� , prostaglandin�  a leukotrien� , které jsou mimo 

jiné nezbytné pro regulaci imunitního systému a krevního tlaku, srá�ení krve � i pro 

metabolismus cholesterolu. [61, 64] 

Vícenenasycené mastné kyseliny jsou p�ítomné v tucích rostlinného i 

�ivo � išného p� vodu v r� zných koncentracích a slo�ení. Zatímco rostlinné ol eje 
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obsahují p�edevším � -6-PUFA, rybí tuk je naopak bohatý na � -3-kyseliny. Tuk 

sladkovodních a mo�ských ryb se také liší slo�ením mastných kyselin. H lavním 

zdrojem � -3-kyselin je však tuk ryb mo�ských, p�edevším z tresky, makrely a 

tu� áka.  Kyseliny eikosapentaenová (EPA) a dokosahexaenová (DHA) pat�í mezi 

nejd� le�it � jší � -3-kyseliny, které lidské t� lo p�ímo vyu�ívá. Ve vysoké koncentraci 

se nacházejí nap�. v mozku. Jejich schopnost sni�ovat hladinu lipid �  v krvi spolu s 

omezením srá�ení krevních desti � ek hraje významnou roli v lé� b�  a prevenci 

kardiovaskulárních onemocn� ní vyvolaných v d� sledku vysokých hladin 

cholesterolu a vysokého krevního tlaku. Krom�  EPA a DHA je významná i � -

linolenová kyselina (ALA), zástupkyn�  � -3-kyselin rostlinného p� vodu, vyskytující 

se hojn�  v �epkovém � i ln� ném oleji. [3, 64] 

Zvýšení p�íjmu vícenenasycených mastných kyselin hojnou konzumací 

mo�ských ryb však paradoxn�  není p�íliš doporu� ováno, a to p�edevším kv� li 

vysoké kontaminaci mo�ských �ivo � ich�  t� �kými kovy a jinými toxickými látkami. 

Jako alternativa se nabízí u�ívání potravinových do pl� k�  obsahujících rybí olej o 

vysoké koncentraci mastných kyselin, navíc � asto dopln� ných o vitamíny B9 a 

B12, které zlepšují vst�ebání mastných kyselin. Široká škála takových p�ípravk�  je 

b� �n �  k dostání v lékárnách. [3] 

P�írodní nenasycené mastné kyseliny mají v� tšinou konfiguraci cis. Trans 

kyseliny vznikají hydrogenací nenasycených MK, a proto se vyskytují ve zna� ném 

mno�ství ve ztu�ených tucích. Trans izomery mají rigidní nepru�nou strukturu, a 

proto i jejich chování v organismu je odlišné – zvyšují koncentrace triglycerid�  a 

LDL cholesterolu v krvi a vykazují i kancerogenní ú� inky. Proto bychom se jejich 

konzumaci m� li spíše vyhnout. [61, 63] 

 

Fyzikáln � -chemické vlastnosti 

Vlastnosti mastných kyselin se odvíjí od jejich struktury. Rozpustnost ve 

vod�  je velmi nízká vzhledem k hydrofobnímu charakteru alifatického �et� zce. 

V� tšina nenasycených mastných kyselin jsou net� kavé viskózní kapaliny 

nerozpustné ve vod�  a rozpustné v organických rozpoušt� dlech. Methyl estery 

mastných kyselin jsou v organických rozpoušt� dlech lépe rozpustné ne� volné 

kyseliny, � eho� se vyu�ívá p �i analýze plynovou chromatografií. Reaktivní � ást 

molekuly je tvo�ena karboxylovou skupinou, která poskytuje v p�ítomnosti alkoholu 

a katalyzátoru esterifika� ní reakci. [61, 65 ] 
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Analýza mastných kyselin v tucích 

Jeden z mo�ných postup �  charakterizace tuk�  a olej�  rostlinného � i 

�ivo � išného p� vodu p�edstavuje GC analýza mastných kyselin p�evedených na  

p�íslušné methyl estery. V� tšina jedlých tuk�  a olej�  obsahuje celou škálu 

mastných kyselin, s dvanácti a� dvaadvaceti uhlíky v molekule. Zastoupené jsou v 

r� zných pom� rech nasycené, mono- i polynenasycené mastné kyseliny. Slo�ení a 

koncentrace jednotlivých MK je pro r� zné oleje charakteristické a umo� � uje tak 

jejich identifikaci. 

Obecný postup analýzy MK je zalo�en na hydrolýze (z mýdeln� ní) 

triglycerid�  na glycerol a volné kyseliny (resp. jejich soli), derivatizace na methyl 

estery (ME) a následná GC analýza na vhodných stacionárních fázích. P�esto�e je 

mo�né analyzovat i volné kyseliny, analýza methyl e ster�  p�edstavuje mnohem 

robustn� jší a pou�ívan � jší postup. Pro analýzu MK existuje celá �ada metod, 

v� tšina z nich však více � i mén�  kopíruje následující postup: Nejprve jsou 

triglyceridy zmýdeln� ny pomocí methanolického roztoku alkalického hydroxidu 

(NaOH, KOH) za vzniku jejich alkalických solí (= mýdel), které jsou následn�  

p�evedeny na methyl estery s pou�itím derivatiza � ního � inidla (BF3). Vzniklé 

lipofilní ME se vyt�epou do organického rozpoušt� dla (nap�. hexan, heptan, 

isooktan), organická vrstva se odd� lí a p�ípadn�  zakoncentruje p�ed nást�ikem do 

plynového chromatografu. Popsány jsou i alternativní postupy bez pou�ití 

bortrifluoridu. Mezi oficiální metody pat�í AOAC metody [66, 67], normy ISO [68], 

metody uvedené v p�íslušných � láncích Evropského lékopisu [69] a 	 eského 

lékopisu [49], 	 eské normy [70] nebo aplika� ní listy Agilent Technologies [71]. 

Obsah mastných kyselin se vyjad�uje bu�  jako procentuální zastoupení 

jednotlivých kyselin (všechny MK dohromady tvo�í 100%) a nebo (hlavn�  u 

stanovení EPA a DHA v rybím tuku) v absolutním mno� ství (miligramy MK v 1 g 

vzorku). Ve druhém p�ípad�  je nutné pou�ít vnit �ní standard – doporu� ované jsou 

methyl estery MK s lichým po� tem uhlík� , které se v p�írodních tucích prakticky 

nevyskytují (17:0, 19:0, 21:0, 23:0).  [66, 71, 72] 

Pro chromatografickou separaci methyl ester�  máme dnes k dispozici 

široký výb� r r� zných GC kolon lišících se délkou, typem stacionární fáze a 

tlouš
kou vrstvy sorbentu. K tomuto ú� elu pou�ívané stacionární fáze zahrnují 

jednak fáze polyglykolové (Omegawax, Supelcowax, DB-Wax) vhodné pro 
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charakterizaci rostlinných olej� , a také kyanopropylové sorbenty (DB-23, SP-2380) 

ur� ené pro analýzu slo�it � jších vzork� , nap�. rybího tuku. [71] 
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2.2 Ostatní studované p � írodní látky 

2.2.1 Ho� ec �lutý (Gentiana lutea L.) 

Ho�ec �lutý je vytrvalá rostlina z � eledi ho�covitých (Gentianaceae) 

p�irozen�  rostoucí v alpských oblastech st�ední a ji�ní Evropy a také v západní 

Asii v nadmo�ských výškách 1000 – 2500 m. n m.. Jedná se o 1 – 1,5 m vysokou 

bylinu se sv� tle �lutými kv � ty (viz Obrázek 7). Voln�  rostoucí ho�ec �lutý je p �ísn�  

chrán� ný.  

 

 
Obrázek 7: Gentiana lutea L. , kvetoucí rostlina a ko �en 

 

Droga (Gentianae radix), uvedená v mnoha lékopisných monografiích, je 

tvo�ena usušenými fermentovanými oddenky a ko�eny ho�ce �lutého. Nesmí 

obsahovat p�ím� si jiných druh�  ho�c�  ani podzemních � ástí jiných bylin rostoucích 

ve stejných lokalitách. Ho�cový ko�en je tradi� n�  pou�íván jako ú � inný prost�edek 

pro podporu trávení, a to ve form�  odvaru, tinktury � i jako práškovaná droga v 

tuhých lékových formách. [18, 73, 74, 75] 
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Analýze obsahových látek ho�ce �lutého jsem se v � novala b� hem studijní 

stá�e na Kated �e farmakognosie University v Innsbrucku. A� koliv ho�ec obsahuje i 

látky vykazující antioxida� ní aktivitu (fenolické kyseliny) [18], a tím by velmi dob�e 

tématicky zapadal do studované skupiny látek, p�esto je nezbytné jej za�adit mimo 

tuto oblast. P�edm� tem analýzy ho�cového ko�ene byla toti� separace ho �� in a 

xanthon� , které nep� sobí antioxida� n� , avšak mají jiné farmakologicky významné 

ú� inky.  

 

Obsahové látky Gentiana lutea  

Obsahové látky ho�cového ko�ene zodpov� dné za cholagogní a další 

ú� inky tvo�í sekoiridoidové ho�� iny. Nejhojn� ji (ze 2-3%) je zastoupen 

gentiopicrosid (také známý jako gentiamarin), dopln� ný o amarogentin, swerosid a 

swertiamarin. Tyto látky pat�í k v� bec nejho�� ím známým slou� eninám a p� sobí 

stimula� n�  na trávicí systém. Sekoiridoidy jsou doprovázeny xanthony 

gentiseinem, gentisinem a isogentisinem, fenolickými kyselinami (gentisová, 

kávová, protokatechová), fytosteroly, alkaloidy � i polysacharidy (inulin, pektin). [18, 

74, 75, 76] 

 

Farmakologické ú � inky a pou�ití  

Ho�� iny p� sobí jako látky podporující chu
  k jídlu a stimulující trávení, a to 

skrze zvýšení slin� ní a vylu� ování �lu � i, ale také podporu sekrece �alude � ních 

š
áv. Pro tyto ú� inky se ho�cový ko�en pou�ívá jako slo�ka cholagog, roborancií, 

tonik a prost�edk�  p�i onemocn� ní trávicího traktu. Nezastupitelný význam má v 

tradi� ní lidové medicín�  a p�i výrob�  likér� . U frakce extrahované z p�íbuzné 

rostliny Swertia chirata bohaté na amarogentin byl objeven dokonce i 

protinádorový ú� inek. Zaznamenány byly však i ne�ádoucí ú � inky p�ípravk�  s 

ho�cem (ob� asné bolesti hlavy u citlivých osob) a také kontraindikace p�i 

gastroduodenální v�edové chorob� . [18, 74, 75, 77] 

Xanthony pat�í mezi rostlinné fenoly a v ho�covém ko�eni jsou 

reprezentovány polohovými izomery gentisinem a isogentisinem. Ob�  látky mohou 

p� sobit jako antidepresiva vzhledem k jejich prokázané schopnosti inhibovat 

monoaminooxidázu typu A a B, a isogentisin samotný vykazuje silné 

antituberkulotické ú� inky. V nedávné dob�  byly zjišt� ny i ur� ité cytoprotektivní 

ú� inky isogentisinu, avšak nikoliv gentisinu. [78, 79, 80, 81, 82] 
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Analýza obsahových látek G. lutea  

V dostupných informa� ních databázích p�ekvapiv�  nenalezneme velké 

mno�ství prací v � nujících se analýze ho�ce. Publikovány byly postupy pro analýzu 

hlavních látek G. lutea vyu�ívající HPLC, tenkovrstvou chromatografii (TLC ) � i 

micelární elektrokinetickou chromatografii (MEKC). V� decký tým A. Aberham et al. 

[83] nedávno vyvinul p� vodní metodu pro stanovení všech doposud známých 

obsahových látek ho�cového ko�ene pomocí HPLC-MS. Sou� ástí této diserta� ní 

práce je separace gentisinu, isogentisinu a amarogentinu pomocí kapilární 

elektroforézy, která krom�  posledn�  zmín� né práce (publikované na stejném 

Innsbruckém pracovišti) nebyla nikdy popsána. [84, 85, 86, 87] 
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3  Teoretická � ást – separa � ní metody 

3.1 Plynová chromatografie 

Chromatografické techniky dnes pat�í k nejvýznamn� jším analytickým 

metodám umo� � ující separaci, identifikaci a kvantifikaci velkého po� tu látek 

r� zného charakteru. Po� átky chromatografie sahají do raných let 20. století, kdy 

ruský botanik Tswett rozd� lil na sloupci sorbentu chlorofylová barviva s pou� itím 

petroletheru jako kapalné fáze. N� kte�í auto�i datují po� átky chromatografie 

dokonce ji� do poloviny 19. století, kdy se tehdejš í v� dci v� novali d� lením r� zných 

barviv � i jiných látek na papí�e. Tswett� v objev však z� stává pova�ován za základ 

dalšího rozvoje širokého spektra chromatografických technik. [88, 89] 

Plynová chromatografie (Gas chromatography, GC) byla vyvinuta v roce 

1952 v Anglii pány Martinem a Jamesem, kte�í p�edstavili výhody pou�ití tenké 

vrstvy stacionární fáze a plynu jako mobilní fáze, co� umo� � ovalo velmi ú� innou 

separaci látek. Od 70. let 20. století byla plynová chromatografie nejvíce 

rozvíjenou a studovanou separa� ní technikou a dosa�ené objevy pak významn �  

ovlivnily vývoj dalších chromatografických technik, p�edevším moderní 

vysokoú� inné kapalinové chromatografie. [89, 90] 

 

3.1.1 Princip plynové chromatografie 

P�i plynové chromatografii je mobilní fáze plynná a také analyzované látky 

se b� hem separace nacházejí v plynném stavu. Podle charakteru stacionární fáze 

d� líme GC na Gas-Solid Chromatography (GSC), kde se vyu�ívá principu 

adsorpce analytu na pevný sorbent, a na Gas-Liquid Chromatography (GLC), kdy 

je stacionární fází kapalina ukotvená na inertním nosi� i a analyzované látky se 

separují na základ�  rozd� lování a rozpoušt� ní v kapalné a plynné fázi. Stacionární 

fáze je uspo�ádána v kolon�  a mobilní fáze - nosný plyn - tlakovým spádem 

prochází kolonou. Na základ�  vzájemných interakcí mezi analytem, stacionární a  

mobilní fází pak dochází k rozd� lení jednotlivých slo�ek v kolon � , které jsou 

unášeny nosným plynem a� k detektoru. Jednoduché sc héma plynového 

chromatografu je znázorn� no na Obrázek 8.  
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Obrázek 8: Schéma plynového chromatografu.  
A – Sm� s látek je nast � íknuta do vyh � ívaného nást � ikového prostoru, kde dojde k jejich 
zplyn � ní. Páry vzorku jsou unášeny nosným plynem na kolon u. B – Látky s vyšší afinitou ke 
stacionární fázi jsou zadr�eny déle a procházejí ko lonou pomaleji ne� látky s menší afinitou, 
� ím� dojde k jejich separaci. C – P � i pr � chodu kolonou se látky dále rozd � lují. D – 
Separované slo�ky vstupují do detektoru, který posk ytuje signál úm � rný mno�ství analytu.  
(Zdroj: http://www.srs.fs.usda.gov/4501/what_is_gc.htm , 10.2.2008) 

 

GC m� �e být pou�ita pro separaci plynných, kapalných i p evných t� kavých 

látek. Tedy obecn�  všech látek, které mohou být p�evedeny do plynného stavu, 

ani� by došlo k jejich rozkladu, p �i teplotách do 350°C. Takové látky tvo �í p�ibli�n �  

15 % všech známých slou� enin. Avšak i net� kavé látky lze analyzovat plynovou 

chromatografií, a to s vyu�itím derivatiza � ních technik, jejich� prost �ednictvím 

vznikají t� kavé deriváty analyzovaných látek.  

Význam GC spo� ívá p�edevším v ohromné separa� ní ú� innosti, která 

vyplývá z velkého po� tu teoretických pater v kolon�  (po� et teoretických pater 

m� �e dosahovat a� 1 milion), co� je dáno nízkou visko zitou plynné mobilní fáze a 

pou�itím dlouhých analytických kolon. S tím souvisí  i dosa�ení dobrého rozlišení a 

mo�nosti d � lení látek s velmi blízkými teplotami varu. Výb� rem selektivní 

stacionární fáze m� �eme separovat molekuly s podobnými fyzikálními i 

chemickými vlastnostmi. Vysoká citlivost GC stanovení je další parametr, který 

podmi� uje široké vyu�ití plynové chromatografie. Detek � ní limity závisí na 
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zvoleném detektoru, � ím� m � �e být dosa�eno citlivosti a� v �ádech 10-9 mg/ml. 

[88, 89, 90] 

 

3.1.2 Mobilní fáze v plynové chromatografii 

Jako nosný plyn se pro GC analýzy pou�ívá nej � ast� ji helium a dusík, 

mén�  � asto pak vodík � i argon. Volba mobilní fáze v plynové chromatografii je 

zdánliv�  nevýznamná, nebo
  prakticky nemá vliv na selektivitu chromatografického 

systému. Zám� na dusíku za helium p�i zachování pr� m� rné pr� tokové rychlosti 

neovlivní vzájemné po�adí pík�  separovaných slo�ek. Avšak nosný plyn hraje 

d� le�itou roli v ú � innosti chromatografického systému, rozlišení pík�  a rychlosti 

analýzy. Z tohoto pohledu je nejlepší volbou helium, které umo� � uje zachování 

maximální separa� ní ú� innosti v širokém rozmezí lineárních pr� tok�  mobilní fáze. 

Vodík není z hlediska bezpe� nosti preferovaný nosný plyn, avšak pro rychlé 

analýzy s pou�itím velmi úzkých kolon je pova�ován za ideální. Dusík je naopak 

všeobecn�  ozna� ován jako nejmén�  vhodná mobilní fáze kv� li úzkému rozmezí 

optimálního pr� toku p�i zajišt� ní maximální separa� ní ú� innosti. [90, 91] 

 

3.1.3 Stacionární fáze v plynové chromatografii 

V plynové chromatografii je známo n� kolik set r� zných stacionárních fází. 

Obecn�  však rozlišujeme pouze dva typy, a to fáze pro adsorp � ní mechanismus  

(GSC) a fáze pro rozpoušt � cí mechanismus  separace (GLC).  

Chromatografické kolony se d� lí také do dvou hlavních skupin, ty však 

nekopírují druh separa� ního mechanismu, nýbr� zp � sob ukotvení stacionární fáze. 

Starší a dnes ji� mén �  pou�ívané jsou nápl � ové kolony  pln� né pevným 

adsorbentem (GSC) a nebo inertním nosi� em smo� eným zakotvenou kapalnou 

fází (GLC). Nápl� ové kolony jsou zato� ené trubi� ky ze skla, m� di � i nerezové oceli 

o pr� m� ru 3-6 mm a délce 1-2 m.  V dnešní dob�  však v� tšina analytik�  pou�ívá 

tém��  výlu� n�  kapilární kolony , co� jsou tenké kapiláry z k �emenného skla shora 

pota�ené polyimidovým polymerem, který zajiš 
uje jejich pru�nost a nelámavost. 

Kapalná stacionární fáze v p�ípad�  GLC je ukotvena na nosi� i nebo p�ímo na 

vnit�ním povrchu kapiláry a tvo�í velmi tenkou homogenní vrstvu. Na vnit�ní povrch 

kapiláry však m� �e být navázaný i pevný adsorbent (nap �. Al2O3), kde se pak 

uplat� uje adsorp� ní mechanismus separace. Kapilární kolony jsou 
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charakterizovány � ty�mi základními parametry: druhem stacionární fáze, tlouš
kou 

její vrstvy, vnit�ním pr� m� rem a délkou kolony.  

Tlouš � ka vrstvy  stacionární fáze se pohybuje v rozmezí  0,1- 1 um. P�itom 

platí pravidlo, �e s rostoucí tlouš 
kou stacionární fáze dochází k prodlou�ení 

analýzy, jeliko� se zvyšuje retence analytu ve stac ionární fázi.  Vnit � ní pr � m� r se 

pohybuje v rozmezí 0,1 – 0,53 mm a délka  od n� kolika po desítky metr� . Podle 

pr� zkumu z roku 2003 p�ibli�n �  90% GC u�ivatel �  pou�ívá kapilární kolony, 

z nich� k nej � ast� ji zmi� ovaným pat�í kolony o délce 20 – 30 m a úzkém vnit�ním 

pr� m� ru (0,2 – 0,32 mm). Kolony s takto malým vnit�ním pr� m� rem poskytují 

rychlejší analýzy a vyšší citlivost. P�esto�e mají menší kapacitu ve smyslu objemu 

nast�íknutého vzorku, s pou�itím moderních a citlivých d etektor�  je tento fakt 

zanedbatelný. [92, 93] 

Volba stacionární fáze (SF)  je klí� ový faktor v GC analýze, proto�e se 

jedná o jeden z mála zp� sob�  ovlivn� ní selektivity separa� ního procesu. Ideální 

stacionární fáze pro GLC by m� la umo�nit rozd � lení separovaných látek na 

základ�  jejich rozdílné rozpustnosti v ní. Sou� asn�  by m� la být chemicky a 

teplotn�  stálá, vykazovat nízkou tenzi par p�i pracovní teplot�  (tzn. net� kat) a m� la 

by disponovat širokým pracovním teplotním rozmezím. Selektivita 

chromatografického systému m� �e být dále ovlivn � na koncentrací stacionární fáze 

a teplotou (pou�ití teplotního programování). [89] 

Stacionární fázi vybíráme p�edevším podle charakteru analyzovaných látek, 

p�i� em� hlavním kriteriem je jejich polarita. Polární l átky lze separovat na 

polárních SF, zatímco nepolární analyty d� líme na nepolárních fázích. 	 ím je SF 

polárn� jší, tím je její p� sobení selektivn� jší, co� vyplývá z tvorby vodíkových 

vazeb mezi sorbentem a sorbovanými látkami. Na nepolárních fázích se slo�ky 

d� lí podle svých teplot varu. Proto p�i d� lení látek s blízkými teplotami varu, které 

mají na nepolárních fázích tém��  shodné elu� ní vlastnosti, lze pou�ít polárn � jší 

sorbent, který umo�ní jejich selektivn � jší separaci. [88] 

V sou� asnosti je na trhu dostupná široká škála kolon s r� znými 

stacionárními fázemi. Pro analýzu nepolárních látek se pou�ívají fáze na bázi 

polysiloxanu s r� zným procentuelním zastoupením vnesených funk� ních skupin 

(methylová, fenylová, kyanopropylová a r� zné kombinace). Mezi nejmén�  polární 

sorbenty pat�í 100% polysiloxan, polydimethylsiloxan � i poly-

(5%dimethyldifenylsiloxan). Polárn� jší analyty lze naopak separovat na fázích s 

vyšším podílem polárních funk� ních skupin, nap�. poly-(65%dimethyl/ 
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35%difenylsiloxan) � i polyethylenglykol [92]. P�ehled nej� ast� ji pou�ívaných 

stacionárních fází je uveden v  Tabulka 1. 

 

Název stacionární fáze Název komer � ní kolony 
od firmy Supelco 

poly(50% n-octyl/50% methylsiloxan) SPB-Octyl 

100% poly(dimethylsiloxan) Equity-1  

poly(5% diphenyl/95% dimethylsiloxan) Equity-5  

poly(35% diphenyl/65% dimethylsiloxan) SPB-35 

poly (14% kyanopropylphenyl/86% dimethylsiloxan) Equity-1701 

(50% kyanopropylphenyl) methylpolysiloxan SPB-225 

100% poly(ethylenglycol) Supelcowax 10 
 

Tabulka 1: P � ehled GC stacionárních fází � azených od nejmén �  polárních po nejpolárn � jší.  
(Zdroj: www.sigmaaldrich.com  1.3.2008)  

 

3.1.4 Dávkovací za � ízení 

V plynové chromatografii je nezbytné, aby byl vzorek vstupující do d� lícího 

systému v plynné fázi. Tato podmínka však neomezuje vyu�ití plynové 

chromatografie pouze na plynné vzorky. Kapalné vzorky lze hodnotit díky jejich 

okam�itému zplyn � ní v nást�ikovém prostoru a následnému transportu do kolony 

ji� v podob �  par. Obecn�  je mo�né pomocí GC analyzovat látky plynné, kapaln é i 

tuhé (po jejich rozpušt� ní ve vhodném rozpoušt� dle), pokud jsou dostate� n�  

t� kavé (teplota varu do 350°C) a p � sobením vysoké teploty p�ejdou do plynného 

stavu, ani� by došlo k jejich chemickému rozkladu. Net� kavé látky lze v GC 

hodnotit po jejich p�evedení na vhodný t� kavý derivát p�íslušnou chemickou 

reakcí. [90, 92] 

Vzorek se v� tšinou dávkuje mikrost�íka� kou, � asto pomocí automatického 

dávkova� e (autosampleru). P�i dávkování vzorku do systému je nezbytné, aby 

došlo k okam�itému odpa �ení všech slo�ek, proto se teplota nást �ikového prostoru 

(tzv. injektoru) nastavuje o 20 – 50°C vyšší ne� te plota kolony. Injektor se skládá 

ze septa, které ut� s� uje nást�ikový prostor a zabra� uje úniku par, a tzv. lineru, co� 

je zpravidla sklen� ná trubi� ka tvo�ící chemicky neaktivní prost�edí pro zplyn� ný 

vzorek, ve kterém dochází k homogenizaci plyn�  a úprav�  proud� ní. Na liner 

navazuje tzv. d� li�  (splitter), který umo� � uje rozd� lit vzorek podle nastaveného 

pom� ru (nap�. 100:1) za ú� elem odvedení nadbyte� ného vzorku mimo kolonu. 

Podle zp� sobu vpravení vzorku na kolonu se rozlišují injek� ní techniky jako split (s 
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uvedením pom� ru rozd� lení plynného vzorku), splitless (ponechání proud� ní 

vzorku na kolonu po ur� itou dobu (obvykle 0,5 min.) a následné otev�ení splitteru, 

kdy zbytek par je odvedeno pry� ), on-column (bez pou�ití lineru, vzorek je 

dávkován p�ímo na kolonu) a další. [89, 90, 92] 

 

3.1.5 Detektory v plynové chromatografii 

Detektory obecn�  slou�í k p �evodu fyzikáln� -chemické vlastnosti analytu na 

m�� itelný signál. Jsou rozlišovány podle vyu�ité vlast nosti analyzované slo�ky 

(tepelná vodivost, teplota, ionizace, fotoemise apod.), a dále podle citlivosti � i 

selektivity. GC poskytuje mezi ostatními separa� ními metodami nejv� tší variabilitu 

detek� ních technik. 

Mezi nej� ast� ji pou�ívané detektory pat �í tepeln�  vodivostní detektor 

(TCD), plamenov�  ioniza� ní detektor (FID), detektor elektronového záchytu 

(ECD), plamenov�  fotometrický detektor � i hmotnostn�  spektrometrický detektor 

(MS). Ioniza� ní detektory (FID, ECD, MS) tvo�í nejv� tší skupinu detektor� , jejich� 

princip je zalo�en na tom, �e elektrická vodivost p lyn�  je ur� ena po� tem 

ionizovaných (nabitých) � ástic, a tím je úm� rná mno�ství slo�ky vstupující do 

detektoru. [88, 92] 

  

Plamenov �  ioniza � ní detektor (FID) 

FID pat�í mezi nejpou�ívan � jší detektory v plynové chromatografii, a to 

p�edevším díky jeho univerzálnosti a vysoké citlivosti. Umo� � uje detekci všech 

organických slou� enin s výjimkou HCOH, HCOOH a CCl4. Princip detekce je 

následující: Do nosného plynu s analyzovanou slo�ko u opoušt� jící kolonu je 

p�imíchán vodík. Sm� s p�ichází do ho�áku, kde za p�ítomnosti vzduchu ho�í 

plamenem o teplot�  cca 2100°C, � ím� dochází k ionizaci látek za vzniku iont �  a 

elektron� , které jsou zachytávány na sb� rných elektrodách umíst� ných nad ústím 

ho�áku. Zachycené ionty a elektrony umo�ní pr � chod elektrického proudu mezi 

elektrodami (= m�� ený signál).  Signál detektoru je úm� rný po� tu ionizovatelných 

uhlíkových atom�  v molekule. Detektor je vyh�íván na teplotu max. 400°C a 

nezávisí na rozdílu aktuálních teplot p�icházejících plynných slo�ek, proto je 

vhodný i p�i pou�ití teplotního programování. [88, 90, 92] 
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3.1.6 Nastavitelné parametry v plynové chromatograf ii 

Úsp� šná separace sm� si látek pomocí plynové chromatografie závisí 

p�edevším na volb�  stacionární fáze, která vyplývá z chemické povahy analyt� . 

Krom�  výb� ru správné SF lze však celý proces ovlivnit zajišt� ním optimálních 

podmínek GC analýzy, a to správným nastavením r� zných parametr�  

chromatografického systému, které ovliv� ují jak separaci hodnocených slo�ek tak 

celkovou dobu analýzy. Na za� átku optimalizace musíme znát teploty varu 

analyzovaných látek. Nastavitelné parametry a jejich vliv na analýzu jsou uvedeny 

v Tabulka 2.  

 

Parametr Rozsah Vliv na analýzu Co vzít v úvahu? 

NÁST� IK VZORKU   

Objem vzorku 1 – 10 
 l - zvýšení citlivosti 
stanovení 

- kapacita kolony 
- koncentrace vzorku 

Teplota 
injektoru 

o 20°C vyšší ne� 
T kolony 

- zajišt� ní rychlého 
zplyn� ní vzorku 

- znát teploty varu 
analyt�  

Split/  
splitless 

Split:  
1:10 –1:1000 
 

- úprava mno�ství vzorku 
vstupující na kolonu 

- ovlivn� ní citlivosti 
stanovení 

- kapacita kolony 
- koncentrace vzorku 

KOLONA    

Teplota kolony konstantní 
- látky s blízkými 

teplotami varu se 
nerozd� lí 

- pro správné ur� ení 
T kolony je t�eba 
znát teplotu varu 
nejní�e a nejvýše 
vroucí slo�ky 

Teplotní 
gradient 

postupné 
zvyšování teploty 
kolony (rozsah 
dle tv analyt� ) 

- lepší separace látek 
s blízkými teplotami varu 

- ovlivn� ní délky analýzy 

- znát teploty varu 
analyt�  

DETEKTOR    

Teplota 
detektoru 

- slab�  vyšší ne� 
teplota kolony 

- FID max. 400°C  

- zajišt� ní kvantitativní 
detekce analyt�  

-teplota kolony a tv 
analyt�  

NOSNÝ PLYN    

Pr� toková 
rychlost 

- není ve všech 
místech kolony 
konstantní 

- nastavení 
prost�ednictvím 
úpravy tlaku 
plynu [kPa] � i 
lineární rychlosti 
[cm.s-1] v 
p�ístroji 

- ovlivn� ní rozlišení pík�  
- vliv na délku analýzy - druh plynu 

 
Tabulka 2: P � ehled n � kterých nastavitelných parametr �  p� i GC analýze a jejich vliv na 
stanovení 
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3.2 Spojení Mikroextrakce na tuhou fázi 
s plynovou chromatografií (SPME-GC) 

Tém��  ka�dé analýze reálného vzorku rostlinného, potravi nového � i 

biologického charakteru p�edchází extrak� ní krok. Extrakce látek, které jsou 

p�edm� tem analytikova zájmu, p�edstavuje mnohdy problemati� t� jší i � asov�  

náro� n� jší � ást celého analytického postupu. Na základ�  moderních a 

ekologických p�ístup�  k extrak� ním metodám, jen� zahrnují p �edevším pou�ití 

malého mno�ství rozpoušt � del k extrakci � i nejlépe vyu�ití zcela 

„bezrozpoušt� dlových“ (z anglického „solvent-free“) technik, byla v devadesátých 

letech 20. století vyvinuta nová extrak� ní technika Mikroextrakce na tuhé fázi 

(Solid phase microextraction - SPME). Jeliko� je s výhodou aplikována p�edevším 

na extrakci t� kavých látek, hlavním t� �išt � m jejího významu je spojení s plynovou 

chromatografií jako�to metodou volby pro separaci t � kavých analyt� . Spojení 

SPME-GC nalézá uplatn� ní zejména v oblasti analýzy �ivotního prost �edí, ale není 

tím omezeno; tato diserta� ní práce p�edstavuje mo�nost vyu�ití SPME-GC 

nap�íklad pro analýzu fenolických kyselin. 

 

3.2.1 Princip SPME 

Metodu SPME vyvinul tým v� dc�  University ve Waterloo v Kanad�  v � ele 

s Januszem Pawliszynem s cílem vy�ešit pot�ebu rychlé a jednoduché techniky 

pro p�ípravu vzorku v laborato�i � i v terénu. Nápad vyplýval z p�edchozích 

experiment�  zalo�ených na pou�ití optických vláken pro p �enos analyt�  do 

plynového chromatografu a jejich rychlém zplyn� ní prost�ednictvím laserového 

pulsu. Analyty byly na vlákno naneseny jeho pono�ením do roztoku extraktu a 

tento krok (extrakce cílových analyt�  z materiálu + jejich nanesení na optické 

vlákno) p�edstavoval mnohonásobn�  vyšší � asové nároky ne� pak samotná 

laserová desorpce s ultra rychlou GC analýzou. Jako výsledek v� deckých 

experiment�  bylo vyvinuto k�emenné optické vlákno pota�ené tenkou vrstvou 

kapalné � i pevné polymerní fáze (10 – 100 � m). Pono�ením vlákna do vodného 

roztoku analyt�  došlo k jejich extrakci na povrch fáze a následným vlo�ením do 

GC a odpa�ením analyt�  z vlákna v nást�ikovém prostoru byl zajišt� n rychlý a 

jednoduchý p�enos analyzovaných látek z matrice a� do p �ístroje, navíc zcela bez 

pou�ití organických rozpoušt � del. Tento originální princip dal vzniknout nové 
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extrak� ní technice SPME. Na Obrázek 9 je znázorn� na konstrukce SPME 

za�ízení. [94] 

 

 
Obrázek 9: Základní � ásti SPME za � ízení. Vlevo je znázorn � na vnit � ní konstrukce (kovová 
jehla chránící k � emenné vlákno, jeho� konec je pota�en sorbentem). T ato konstrukce je 
šroubováním upevn � na v um � lohmotném dr�áku (prost � ední a pravý obrázek), který 
umo� � uje snadnou manipulaci s vláknem. Vpravo je vyobraz en design SPME za � ízení od 
firmy Supelco.  
Zdroj: www.sigmaaldrich.com  1.3.2008 

 

Existují dv�  základní provedení SPME, jedno má charakter duté kapiláry, 

její� vnit �ní povrch je pota�en polymerním sorbentem, druhé a obecn�  více 

pou�ívané má formu vlákna, jeho� vn � jší povrch je pota�en tenkou vrstvou 

polymeru. U obou p�ístup�  je princip shodný: vlákno se sorbentem je na ur� itou 

dobu umíst� no do kontaktu s matricí vzorku a dojde k extrakci analyt�  na polymer. 

Pokud probíhá extrakce dostate� n�  dlouhou dobu, ustaví se koncentra� ní 

rovnováha mezi matricí a sorbentem a dalším prodlu� ováním exposice vlákna ji� 

nedojde ke zvýšení koncentrace vyextrahovaných analyt� , � ili extrahované 

mno�ství látek je konstantní. Extrak � ní rovnováha je popsána rovnicí  

sffs

sffs

VVK

CVVK
n

+´

´´´
= 0 , 

kde n je po� et mol�  extrahovaných na sorbent, Kfs je distribu� ní konstanta mezi 

sorbentem a matricí vzorku, Vf je objem (tlouš
ka) vrstvy sorbentu, Vs je objem 

vzorku a C0 je po� áte� ní koncentrace daného analytu ve vzorku. Tato rovnice 

správn�  platí pouze pro kapalné polymery jako je polydimethylsiloxan (PDMS), ale 
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v p�ípad�  roztok�  o nízké koncentraci je aplikovatelná i na pevné sorbenty. 

Z rovnice také vyplývá, �e po dosa�ení rovnováhy pl atí p�ímá úm� ra mezi 

koncentrací analytu ve vzorku a mno�stvím vyextraho vaného analytu, co� je 

základ pro kvantifikaci látek extrahovaných z matrice pomocí SPME. [95] 

 

3.2.2 Praktické provedení SPME 

Prakticky zahrnuje technika SPME dva kroky: 1. extrakce analyt�  z matrice 

na vlákno a 2. desorpce analyt�  z vlákna do analytického p�ístroje (GC, ale lze i 

HPLC). P�i dosa�ení rovnováhy mezi sorbentem a matricí je mn o�ství 

extrahované látky p�ímo úm� rné koncentraci vzorku, objemu vzorku a objemu 

sorbentu. Desorpce pak probíhá v prostoru injektoru pou�itého 

chromatografického systému. U GC je jehla s vláknem p�ímo vsunuta do 

nást�ikového portu a dochází k desorpci po ur� itou dobu p�i vysoké teplot�  

(zvolená podle teplot varu analyt� , shodná s nastavenou teplotou injektoru). 

Spojení SPME-HPLC vy�aduje speciální adapter umo� � ující kontakt mobilní fáze 

s vláknem, desorpci analyt�  a p�enos na HPLC kolonu. Oba dva kroky jsou 

znázorn� ny na Obrázek 10. 

Rozlišujeme dva základní módy SPME: p�ímá extrakce a tzv. „head-space“ 

technika. U p�ímé extrakce je vlákno se sorbentem vlo�eno p �ímo do vzorku a 

analyty p�echázejí z matrice do polymerní fáze. Pro zajišt� ní co nejrychlejší 

extrakce je nezbytné míchání vzorku. Druhým módem je extrakce z prostoru nad 

kapalinou (Head-space), kde analyty p�echázejí p�es vzduchovou bariéru, ne� 

dosp� jí k sorbentu. Výhodou head-space provedení je ochrana vlákna p�ed 

poškozením vysokomolekulárními látkami � i net� kavými ne� istotami p�ítomnými 

ve vzorku (nap�. proteiny, vlhkost apod.). Head-space technika také umo� � uje 

nap�. úpravu pH matrice, ani� by došlo k poškození vlák na. Na extrak� ní kinetiku 

však zde má velký vliv t� kavost látek (t� kavé analyty p�echázejí z matrice do 

prostoru nad ní rychleji, a tudí� i extrakce je ryc hlejší), míra míchání vzorku a také 

teplota. Z výše uvedeného vyplývá, �e mezi hlavní f aktory ovliv� ující pr� b� h 

mikroextrakce na tuhou fázi pat�í koncentrace a objem vzorku, teplota, doba 

expozice, intenzita míchání, hloubka pono�ení vlákna, pH vzorku a obsah solí v 

n� m. Stejn�  jako u GC je velmi d� le�itý druh sorbentu, který je zvolen podle 

chemické povahy extrahovaných látek. Znázorn� ní p�ímé a head-space techniky 

m� �eme vid � t na Obrázek 11. [94, 95, 96] 
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Obrázek 10: Schéma provedení SPME (extrakce a desor pce). Obrázek vpravo 
znázor � uje mo�nost jednoduchého vlo�ení SPME za � ízení do nást � ikového prostoru 
plynového chromatografu. SPME dr�ák nesoucí vlákno s vyextrahovanými analyty 
tak supluje injek � ní st � íka� ku, která normáln �  slou�í k nást � iku vzorku. Zdroj: 
www.sigmaaldrich.com  1.3.2008 
 

 

 
Obrázek 11: Dva typy provedení SPME: p � ímá a head-space extrakce.  
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Zcela nové vlákno se p�ed pou�itím aktivuje zah �áním v nást�ikovém 

prostoru GC. Mezi jednotlivými analýzami se provádí � išt� ní vlákna op� t tepelnou 

desorpcí v GC a nebo vymytím v organickém rozpoušt� dle. Výrobci deklarují, �e 

jedno vlákno lze opakovan�  pou�ít i pro n � kolik set analýz, ovšem je t�eba 

podotknout, �e �ivotnost vlákna je omezena nap �. jeho k�ehkostí – p�i b� �né 

manipulaci se vlákno � asto snadno zlomí � i zohne. Vlákna také nesmí být 

vystavována p� sobení chlorovaných rozpoušt� del a p�i desorpci nesmí být 

p�ekro� ena maximální povolená teplota, která se liší dle druhu sorbentu. [96]   

 

3.2.3 Druhy sorbent �  

U SPME vláken rozlišujeme charakter polymeru (a podle toho i 

mechanismus extrakce) a tlouš
ku vrstvy nanesené na povrch vlákna. Tlouš
ka 

vrstvy sorbent�  se pohybuje v rozmezí 7 – 100 � m a ovliv� uje citlivost extrakce. 

Více sorbentu umo� � uje extrakci vyššího mno�ství látek, ale naopak pro dlu�uje 

dobu dosa�ení rovnováhy. T � kavé látky vy�adují vlákna se siln � jší vrstvou 

sorbentu, naopak pro semivolatilní slou� eniny jsou ur� ena tenkovrstvá vlákna.   

Proto je d� le�ité zvolit správné vlákno pro danou aplikaci. Me zi hlavní kriteria p�i 

volb�  vlákna pat�í polarita, molekulová hmotnost a t� kavost analytu, tedy m� �eme 

zde spat�it zna� nou podobnost s volbou stacionární fáze u GC. [95] 

Polymery pou�ívané pro potahování SPME vláken mohou  být kapaliny, 

pevné látky � i sm� sné polymery se suspendovanými porézními � ásticemi. 

Polydimethylsiloxan (PDMS, kapalina) a polyakrylát (PA, pevná látka) jsou � isté 

polymery, u kterých se uplat� uje mechanismus absorpce (difúze) analyt�  dovnit� 

fáze. Naopak u sm� sných polymer�  reprezentovaných nap�íklad kombinací 

karboxenu s PDMS (CAR/PDMS), PDMS a divinylbenzenu (PDMS/DVB) 

p�eva�uje spíše princip adsorpce  na povrch porézních � ástic. Obrázek 12 

znázor� uje p�ehled komer� n�  dostupných typ�  SPME vláken od firmy Supelco. 

[94] 
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Obrázek 12: P �ehled typ �  SPME vláken dodávaných firmou Supelco. Vlákna se l iší 
druhem sorbentu, tlouš � kou jeho vrstvy a mechanismem extrakce. Ozna � ení „Stable 
Flex“ upozor � uje na pou�ití moderní technologie a materiál � , které zvyšují odolnost 
vláken proti zlomení � i zohnutí. Zdroj: www.sigmaaldrich.com  1.3.2008 
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3.3 Ultra ú � inná kapalinová chromatografie 
(UPLC) 

V roce 2004 byla firmou Waters p�edstavena nová unikátní technologie 

Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC), p�inášející zcela nový sm� r v 

kapalinové chromatografii. UPLC poskytuje výrazn�  lepší rozlišení, vyšší rychlost 

a citlivost díky pou�ití hybridní stacionární fáze tvo�ené � ásticemi o velikosti 1,7 

� m. Separace probíhá za velmi vysokého tlaku, proto je celý systém konstruk� n�  

navr�en tak, aby extrémním podmínkám odolal a naopa k zajistil vysoce ú� innou 

separaci látek v krátkém � ase p�i dosa�ení maximální citlivosti analýzy. Firma 

Waters spojila všechny tyto parametry v p�ístroji Acquity UPLC System, který 

zahrnuje revolu� ní p�ístup k d� lení látek kapalinovou chromatografií. [97] 

 

3.3.1 HPLC versus UPLC 

Ultra ú� inná kapalinová chromatografie sice p�edstavuje novou technologii 

v oblasti separa� ních technik, avšak principieln�  vychází ze zásad HPLC. V 

následujícím textu budou shrnuty základní fakta o HPLC z hlediska obecných 

princip� , pou�ívaných stacionárních fází a instrumentace. J eliko� HPLC není 

hlavní metodou vyu�itou v této diserta � ní práci, zam�� ím se pouze na stru� nou 

charakteristiku HPLC za ú� elem mo�ného porovnání a p �edevším detailn� jšího 

pohledu na techniku UPLC. 

 

Vysokoú � inná (vysokotlaká) kapalinová chromatografie (HPLC)  

[vypracováno ze zdroj�  88, 92, 97, 98, 99] 

HPLC byla vyvinuta po� átkem 70. let a vycházela z princip�  a velkého 

rozmachu chromatografie plynové. Vysoké ú� innosti je dosa�eno pou�itím 

stacionárních fází obsahujících malé � ástice pravidelného tvaru a jednotné 

velikosti (3 – 15 
 m), kterými je homogenn�  napln� na chromatografická kolona. 

Vysoký tlak (jednotky a� desítky MPa, max. 60 MPa) umo� � uje pr� tok mobilní 

fáze skrz kolonu, její� vnit �ní nápl�  p� sobí odpor, a proto by bez vyvinutí vysokých 

tlak�  analýza nebyla mo�ná. Oblast pou�ití HPLC vhodn �  dopl� uje GC, nebo
  

umo� � uje analýzu iont� , polárních i nepolárních organických látek, málo t� kavých 

� i tepeln�  nestabilních slou� enin. HPLC tedy slou�í jako vhodná metoda pro 
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d� lení tém��  všech organických látek, které jsou rozpustné v b� �ných organických 

rozpoušt� dlech, ve vod�  a nebo z�ed� ných kyselinách. V HPLC lze vyu�ít r � zné 

separa� ní mechanismy zahrnující adsorpci, chemisorpci, iontovou vým� nu, 

rozd� lování mezi dv�  nemísitelné kapaliny � i separaci na základ�  velikosti � ástic 

(vylu� ovací chromatografie) aj. Spole� ným jmenovatelem pro všechny typy 

separací je kapalná mobilní fáze a vysoký tlak p�i analýze.  

HPLC separaci lze významn�  ovlivnit jak volbou stacionární fáze, jejich� 

široká škála je dnes r� znými výrobci nabízena, tak slo�ením fáze mobilní, která na 

rozdíl od GC není inertní, ale naopak interaguje s analyty a ovliv� uje jejich chování 

v chromatografickém systému. 

Analyzované látky jsou separovány na základ�  retence (zadr�ení) na 

kolon� . Vymývání z kolony se nazývá eluce. Separované látky jsou eluovány bu�  

mobilní fází o konstantním slo�ení (izokratická elu ce) nebo se slo�ení m � �e 

pr� b� �n �  lineárn�  � i nelineárn�  m� nit, a potom se jedná o gradientovou eluci. 

Faktory, které ovliv� ují separaci látek pomocí HPLC, zahrnují: 

·  fyzikáln� -chemické vlastnosti analyt�  

·  volba a typ stacionární fáze 

·  slo�ení mobilní fáze 

·  druh eluce 

·  pr� tok MF 

·  parametry kolony (délka, vnit�ní pr� m� r, velikost � ástic SF) 

·  pracovní teplota 

·  nastavení autosampleru 

·  volba a nastavení detektoru. 

 

Stacionární fáze v HPLC 

Nejobecn� ji lze stacionární fáze rozd� lit na polární a nepolární. Zatímco 

polární sorbenty (silikagel – oxid k�emi� itý, alumina – oxid hlinitý) umo� � ují 

separaci polárních látek s pou�itím nepolárních roz poušt� del jako mobilních fází, 

nepolární SF se pou�ívají pro analýzu látek nepolár ních a vyu�ívají polární mobilní 

fáze. První zmín� né provedení se nazývá chromatografie na normálních fázích 

(normal-phase chromatography, NP), naopak druhý typ se ozna� uje jako 

chromatografie reverzní (reversed-phase chromatography, RP) a v dnešní dob�  

p�edstavuje nejb� �n � ji pou�ívaný analytický systém. 
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a) Chromatografie na normálních fázích (NP) 

Chromatografie na normálních fázích je z historického pohledu starší 

sestrou chromatografie reverzní. Tradi� ním sorbentem je silikagel - porézní oxid 

k�emi� itý nesoucí na svém povrchu silanolové (Si-OH) a siloxanové (Si-O-Si) 

skupiny. Silanolové skupiny jsou nezbytné pro separaci látek, nebo
  umo� � ují 

tvorbu specifických interakcí pomocí vodíkových m� stk� . Naopak siloxanové 

skupiny zp� sobují ne�ádoucí nespecifické interakce s analyty. Pro HPLC se 

pou�ívají silikagelové � ástice o velikosti 2 – 12 
 m. Nevýhodou silikagelu je jeho 

nestabilita p�i nízkém a vysokém pH (<2, >8). Silikagel se však dnes pou�ívá 

p�edevším jako nosi�  chemicky vázaných stacionárních fází, a proto, a�  je 

samotný skalním p�edstavitelem „normální“ chromatografie, vyu�íváme j ej 

mnohem více v rámci chromatografie reverzní.  

Jako mobilní fáze se pou�ívají nepolární rozpoušt � dla (hexan, heptan) s 

1% p�ídavkem polárn� jších modifikátor�  (voda, alkoholy, acetonitril, 

tetrahydrofuran). NP chromatografie se pou�ívá k se paraci polárních slou� enin 

(nap�. tricyklická antidepresiva). Silikagel lze také s výhodou aplikovat p�i d� lení 

polohových � i cis/trans izomer� . 

 

b) Chromatografie na chemicky vázaných fázích 

P�esto�e by logicky m � la následovat charakteristika reverzního systému, 

zam�� ím se nyní na chemicky vázané fáze, které zahrnují jak fáze polární, tak (a 

to zejména) fáze nepolární, � ili reverzní. Chromatografie a problematika 

stacionárních fází p�edstavuje pom� rn�  slo�ité téma, které nelze popsat jako 

„� erno-bílý“ systém, naopak skýtá velmi široké mo�nos ti pro nalezení ideálního 

chromatografického systému pro analyzovanou skupinu látek. 

Chemicky vázané fáze jsou zalo�ené na p �ipojení r� zných funk� ních skupin 

na povrch nosi� e. Nej� ast� ji pou�ívaným nosi � em je silikagel, jeho� volné 

hydroxylové skupiny poskytují aktivní vodíkové atomy, které umo� � ují reakci a 

tvorbu pevných siloxanových vazeb. Podle charakteru navázané funk� ní skupiny 

mohou být p�ipraveny stacionární fáze o r� zné polarit� . Mezi funk� ní skupiny 

vázané na silikagel pat�í kratší i delší alkylové �et� zce (methyl, butyl, oktyl, 

oktadecyl) � i fenylové, amino-, kyano- a jiné skupiny. V reverzní chromatografii se 

nej� ast� ji pou�ívají oktadecylové (C18) stacionární fáze, o zna� ované jako ODS (= 

octadecyl silica).  
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Nevýhodou chemicky vázaných fází na bázi silikagelu je chemická 

nestabilita v krajních oblastech pH a také p�ítomnost volných nezreagovaných 

silanolových skupin, které zp� sobují ne�ádoucí interakce s analyty a z toho 

vyplývající chvostování pík� . Tyto výše zmín� né nedostatky a omezení p�edstavují 

výzvu pro výrobce HPLC stacionárních fází, kte�í se sna�í alternativními p �ístupy 

vytvo�it stacionární fáze s výhodnými vlastnostmi – vysokou chemickou a 

mechanickou stabilitou.  Výsledkem jsou pak r� zné moderní SF zalo�ené na: 

·  blokování volných silanolových skupin u chemicky vázaných fází na 

bázi silikagelu (tzv. end-capping) – sni�uje chvost ování pík� , avšak 

ne�eší nestabilitu sorbentu v siln�  kyselém a bazickém pH 

·  pou�ití organických polymer �  (nap�. akrylamid, styrendivinylbenzen) 

– jsou stabilní v celém rozmezí pH, ale jejich nevýhodou je malá 

separa� ní ú� innost 

·  p�íprav�  hybridních stacionárních fází spojením polymeru a 

silikagelu 

·  pou�ití jiných nosi ��  (nap�. oxid zirkoni� itý, titani� itý) – stálost v 

širším rozsahu pH  

 

Podle druhu nápln�  rozlišujeme kolony � ásticové  a monolitické . U 

� ásticových  kolon hraje d� le�itou roli velikost � ástic, jejich symetrický (nejlépe 

dokonale kulovitý) tvar a homogenní uspo�ádání v kolon� . 	 ím jsou � ástice menší, 

tím je dosa�eno vyšší separa � ní ú� innosti, a proto se v dnešní dob�  p�echází od 

d�íve pou�ívaných � ástic o pr� m� ru 5 – 10 
 m k � ásticím o velikosti 2 a mén�  
 m 

(tzv. sub-2-mikronové � ástice). Avšak stacionární fáze tvo�ená takto malými 

� ásticemi vyvolává velký vnit�ní odpor kolony, a proto vy�aduje pou�ití vyšších 

pracovních tlak�  (a� 100 MPa). V souvislosti s tímto problémem bylo  nezbytné 

vyvinout dokonalejší instrumentaci schopnou zajistit a sou� asn�  odolat tak 

vysokým tlak� m pot�ebným k protla� ení mobilní fáze skrz submikronový sorbent.  

Monolitické  kolony jsou naopak jednolité ty� inky z polymeru organického 

nebo anorganického p� vodu. Nej� ast� ji se pou�ívají monolitické kolony na bázi 

silikagelu. Vnit�ní porézní struktura monolit�  je charakterizována p�ítomností 

mikropór�  (2 
 m), které sni�ují zp � tný tlak v kolon� , co� umo� � uje uskute� nit 

analýzy s vysokým pr� tokem mobilní fáze, a mezopór�  (13 
 m), které zv� tšují 

separa� ní povrch a zajiš
ují interakce s analyty. Monolitické kolony jsou 
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mechanicky odolné, stabilní v�� i zm� nám pH a vyzna� ují se velkou separa� ní 

ú� inností i p�i vysokých pr� tocích mobilní fáze. [60, 92] 

Sou� asné kolony jsou v� tšinou vyrobeny z nerezové oceli, mén�  � asto pak 

ze skla � i plastu. Délka kolon se pohybuje v rozmezí 5 – 25 cm a pr� m� r od 1 do 

4,5 mm. 

 

Mobilní fáze v HPLC 

Mobilní fáze se v kapalinové chromatografii výrazn�  podílí na separa� ním 

procesu. Pokud je pot�eba zm� nit podmínky chromatografické separace, v�dy je 

jednodušší nejprve vyzkoušet r� zné mobilní fáze, a a� poté zm � nit fázi 

stacionární, nebo
  mobilní fáze ur� uje selektivitu chromatografického systému. 

Selektivita vyjad�uje relativní zadr�ení dvou sousedních látek na kol on� .  

V reverzní chromatografii se jako MF pou�ívají sm � si vody a polárních 

organických rozpoušt� del, z nich� nej � ast� jší jsou methanol, ethanol, acetonitril, 

dioxan, tetrahydrofuran � i aceton. 	 ím je MF mén�  polární, tím má vyšší elu� ní 

sílu. To znamená, �e pokud se neda �í separace dvou nepolárních látek, které 

eluují sou� asn� , zvýšením polarity (p�ídavkem vyššího podílu vody) lze dosáhnout 

rozd� lení analyt� , ale sou� asn�  i prodlou�ení analýzy.  

 

HPLC instrumentace 

B� �ný kapalinový chromatograf se skládá z následující ch komponent: 

�  zásobník mobilní fáze – uzavíratelné lahve pro odplyn� nou mobilní 

fázi 

�  vysokotlaké � erpadlo – zajiš
uje konstantní a reprodukovatelný 

pr� tok mobilní fáze p�es kolonu, její� nápl �  p� sobí velký odpor, proto 

se vstupní tlak vyšplhá a� k desítkám MPa. U b � �ných nápl � ových 

kolon se pr� toky MF pohybují kolem 1 ml/min, avšak � erpadlo by 

m� lo zajistit konstantní pr� toky MF v rozmezí 0,1 – 10 ml/min.  

�  dávkovací za�ízení – umo� � uje nást�ik vzorku na kolonu. D�íve se 

nejvíce pou�ívaly dávkovací ventily se smy � kou, které byly pln� ny 

injek� ní st�íka� kou. Dnes je u moderních HPLC p�ístroj�  nedílnou 

sou� ástí autosampler, který zajiš
uje automatické nadávkování 

vzork� . Nást�ikové objemy se pohybují v rozmezí 1 – 20 
 l. 
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�  kolona – je nejd� le�it � jší � ástí chromatografického systému. 

Sou� asné kolony jsou vyrobeny z nerezové oceli, výjime� n�  ze skla 

� i plastu. Více informací viz. Stacionární fáze v HPLC 

�  detektor – zajiš
uje detekci separovaných analyt� . Volba detektoru 

závisí na vlastnostech analyzovaných látek. Nejb� �n � jší detektory 

pou�ívané v HPLC jsou spektrofotometrické, fluorime trické, 

elektrochemické, refraktometrické a hmotnostní. 

 

Obrázek 13 znázor� uje jednoduché schéma kapalinového chromatografu. 

Sou� asné moderní p�ístroje jsou ji� kompletn �  �ízené po� íta� em pomocí 

sofistikovaného softwaru. Operátor nastaví v chromatografickém programu 

všechny parametry analýzy (pr� tok, velikost nást�iku, dobu analýzy, výb� r 

detektoru a podmínky detekce atd.) a po zm�� ení vzork�  m� �e záznamy p �ímo v 

programu vyhodnotit. Pokrok tak p�ináší nejen � asovou úsporu, ale také vyšší 

kontrolu nad analýzou a dokonalejší ovládání chromatografického procesu.  

 

 

 
Obrázek 13: Schéma HPLC systému. Zdroj: www.waters.com  13.4.2008  
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Ultra ú � inná kapalinová chromatografie (UPLC)  

[vypracováno ze zdroj�  88, 97, 100] 

Základem UPLC technologie jsou malé 1,7 – mikronové � ástice stacionární 

fáze, které zajiš
ují vysokou separa� ní ú� innost a rozlišení, jak vyplývá z Van 

Deemterovy teorie. Na Obrázek 14 je znázorn� na závislost lineární pr� tokové 

rychlosti na výškovém ekvivalentu teoretických pater (HETP) v souvislosti s 

r� znou velikostí � ástic sorbentu. HETP vyjad�uje separa� ní ú� innost kolony a je 

nep�ímo úm� rný po� tu teoretických pater (H). Zjednodušen�  lze �íci, �e � ím je 

menší hodnota HETP, tím je dosa�eno vyšší separa � ní ú� innosti. Z Van 

Deemterových k�ivek je patrné, �e s klesající velikostí � ástic klesá hodnota HETP, 

co� v praxi znamená zajišt � ní velmi ú� inné separace a s tím souvisejícího lepšího 

rozlišení. Rozlišení (R) vyjad�uje relativní separaci dvou látek. Ideální rozlišení 

p�edstavuje rozd� lení dvou pík�  a� na základní linii.  

 

 
 
Obrázek 14: Van Deemterovy k � ivky - porovnání separa � ní ú � innosti kolon s r � znou 
velikostí � ástic stacionární fáze. Zdroj: www.waters.cz   
 

Se zm� nou velikosti � ástic také souvisí r� zný tvar k�ivek ve vztahu k 

lineární pr� tokové rychlosti. Lineární pr� tok mobilní fáze u [mm/sec] vyjad�uje 

pr� m� rnou rychlost pohybu separovaných slo�ek kolonou a je dán pom� rem délky 

kolony a reten� ního � asu dané slo�ky. Ideální lineární pr � toková rychlost je 
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taková, p�i ní� je dosa�eno nejvyšší separa � ní ú� innosti systému. V p�ípad�  kolon 

s 10 
 m � ásticemi je takové rozmezí úzké, naopak s klesající velikostí � ástic se 

oblast maximální separa� ní ú� innosti, a tedy i rozsah ideální pr� tokové rychlosti, 

rozši�uje.  

Jak ji� bylo zmín � no, kolony napln� né sorbentem s 1,7-mikronovými 

� ásticemi p� sobí mnohonásobn�  vyšší zp� tný tlak (a� 10x vyšší oproti HPLC), 

kterému musí být uzp� sobené všechny komponenty UPLC systému. Ký�eným 

p�ínosem je však dosa�ení a� dvojnásobného rozlišení,  trojnásobné citlivosti a 

desetinásobného zvýšení rychlosti analýzy.  

 

Acquity UPLC Systém 

Sestava ACQUITY UPLC™ je znázorn � na na Obrázek 15 
Obrázek 15 a zahrnuje binární vysokotlaké � erpadlo (Solvent Manager), 

automatický dávkova�  (Solvent Manager), kolonový termostat (Column Heater/ 

Cooler) a volitelný detektor (na obrázku je dvoukanálový UV/VIS detektor). Acquity 

systém je ovládán pouze z po� íta� e pomocí softwaru Empower.  

 

 
 
Obrázek 15: Acquity UPLC System, Waters (USA). Zdro j: www.waters.cz   
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Charakteristika jednotlivých � ástí Acquity UPLC: 

 

·  Pumpa - Binary Solvent Manager (BSM) 

Binární vysokotlaké � erpadlo zajiš
uje konstantní pr� tok mobilní fáze 

v rozmezí 0,01 – 2,00 ml/min. BSM umo� � uje výb� r ze � ty� rozpoušt� del (A1, A2, 

B1, B2). Pro vytvo�ení gradientu je k dispozici výb� r z jedenácti r� zných 

gradientových k�ivek. Maximální pracovní tlak � iní 15 000 psi (~ 100 MPa). K 

dokonalému odplyn� ní rozpoušt� del slou�í vakuová odply � ovací technologie. 

Mrtvý objem � erpadla je menší ne� 120 
 l. BSM pumpa (jako� i celý Acquity UPLC 

systém) je vyrobena z ušlechtilých a vysoce odolných materiál�  (nerezová ocel, 

safír, rubín, titanové slitiny, teflon, polyethylen). 

 

·  Autosampler – Sample Manager (SM)  

Do autosampleru je mo�né vlo�it 2 desti � ky pro umíst� ní vialek se vzorky. 

Kapacita autosampleru závisí na typu pou�itých vial ek, v p�ípad�  standardních 

2 ml vialek � iní 2 x 48 vzork� . Kapacitu je mo�né rozší �it p�idáním dopl� kového 

autosampleru (Sample Organiser) na levý bok UPLC sestavy, který pojme a� 336 

2 ml vialek.  

Nást�ikový objem je volitelný v rozmezí 0,1 – 50 
 l. Podle po�adovaného 

objemu je nezbytné vybrat odpovídající velikost smy� ky (k dispozici jsou smy� ky o 

objemu 1, 2, 5, 10, 20 a 50 
 l). Autosampler disponuje termostatem v rozsahu 

teplot 4 – 40 °C. Po�adavky na objem vzorku jsou mi nimální (5 
 l). Nást�ikový 

systém je oplachován dv� ma roztoky (strong wash a weak wash).  

 

·  Kolonový termostat – Column Management  

Do kolonového termostatu je mo�né umístit jednu chr omatografickou 

kolonu o délce 2 – 15 cm a vnit�ním pr� m� ru 1 – 4,6 mm). Ka�dá kolona je 

opat�ena mikro� ipem eCord (viz Obrázek 16), jeho� p �ipevn� ním ke sníma� i, který 

se nachází na bo� ní stran�  kolonového termostatu, je zajišt� no ukládání všech 

detail�  �ivotního cyklu kolony. U ka�dé zapojené kolony pa k lze v p�ehledné 

tabulce sledovat celkový po� et m�� ených vzork�  (v� etn�  názvu pou�ité metody), 

po� et provedených nást�ik�  � i tlakovou historii kolony (maximální pracovní tlak). 

První typy dodávaných termostat�  umo� � ovaly pouze vyh�ívání prostoru 

v rozmezí 25 – 65 °C, nov � jší modely ji� zajiš 
ují i chlazení kolonového prostoru 

na 5 °C. 
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·  Detektor  

Jako detektor je voliteln�  instalován dvoukanálový UV/VIS detektor 

(Tunable UV detector) nebo detektor diodového pole (PDA detector). Oba typy 

zajiš
ují rychlý sb� r dat. Inovativní design pr� tokové cely  je optimalizovaný pro 

rychlou a citlivou detekci.   

Novinkou je mo�nost p �ipojení nového fluorescen� ního skenujícího 

detektoru FLR vhodného pro vysoce citlivou analýzu p�irozen�  fluoreskujících 

látek nebo látek derivatizovaných pro fluorescen� ní detekci.  

Krom�  toho spl� uje Acquity UPLC všechny po�adavky pro p �ipojení k 

hmotnostním detektor� m. Malé systémové objemy jsou vhodné p�edevším pro 

spojení s detektory vybavené ESI zdrojem (ionizace elektrosprejem), proto�e pak 

ji� není nutné pou�ít d � li�  proudu MF, který je v p�ípad�  vyšších pr� tok�  v HPLC 

naopak vy�adován. Na Kated �e analytické chemie je UPLC sestava vybavena 

nejen standardním TUV detektorem, ale i hmotnostním detektorem Quattro micro. 

 

·  Hmotnostní detektor – Micromass Quattro micro API 

 Jedná se o tandemový systém vybavený 

iontovým zdrojem pro ionizaci za atmosferického tlaku 

(Atmospheric pressure ionisation – API), a to 

s mo�ností volby ionizace elektrosprejem (ESI) � i 

chemické ionizace za atmosferického tlaku 

(Atmospheric pressure chemical ionisation – APcI) a 

dále hmotnostním analyzátorem typu trojitého 

kvadrupólu, umo� � ující jak detekci v re�imu LC/MS, tak 

i LC-MS/MS. Teorie hmotnostní spektrometrie bude 

vysv� tlena v následující kapitole. Quattro micro detektor ve spojení s UPLC 

povyšuje tuto sestavu na univerzální chromatografický systém zajiš
ující  vysokou 

rychlost, citlivost a rozlišení. 

 

·  Kolony  

Chromatografické kolony pro UPLC jsou napln� ny sorbenty p�ipravenými 

patentovanou BEH technologií (Bridged Ethylsiloxane/silica Hybrid particles). 

Takto p�ipravené � ástice vynikají vyšší mechanickou a chemickou odolností. 

Podstatou BEH sorbent�  je jejich hybridní charakter, kdy jsou do struktury 
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anorganického silikagelu zabudované organické ethylsiloxanové m� stky (viz 

Obrázek 16), � ím� materiál získává nové vlastnosti, p �edevším ve sm� ru širokého 

rozmezí pH (1-12) a lepších tvar�  pík� . 	 ástice sorbentu mají velikost 1,7 
 m a 

jsou pln� ny do kolon za vysokého tlaku. 

 V sou� asné dob�  firma Waters dodává UPLC kolony v p� ti provedeních: 

C18, C8, Shield RP18, Phenyl a HILIC. Kolony Shield RP18 p�edstavují kombinaci 

BEH technologie s technologií Shield, která je zalo�ená na vsazení karbamátové 

skupiny do struktury vázané fáze umo� � ující zvýšenou retenci fenolických látek. 

 

 

  

 
Obrázek 16: Vnit � ní struktura hybridního BEH sorbentu (vlevo) a UPLC  kolona vybavená 
mikro � ipem eCord (vpravo). Zdroj: www.waters.cz  

 

Druhým typem UPLC sorbentu vyvinutého firmou Waters jsou HSS � ástice 

(High Strength Silica) o velikosti 1,8 
 m tvo�ené chemicky modifikovaným 

silikagelem speciáln�  vyvinutým a testovaným tak, aby odolal tlak� m a� 15 000 

psi. HSS kolony jsou dostupné v r� zných chemických provedeních. 
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3.4 Hmotnostní spektrometrie (MS) 

[vypracováno ze zdroj�  92, 101, 102, 103] 

Hmotnostní spektrometrie umo� � uje m�� ení hmotností látek (atom� , 

molekul � i jejich � ástí), které se vyskytují v ionizovaném stavu. Výstupem MS 

analýzy je hmotnostní spektrum vyjad�ující závislost pom� ru hmotnosti ku náboje 

daného iontu (m/z) a intenzity iontového proudu, která se programov�  p�evádí na 

relativní intenzitu v procentech. Nejintenzivn� jší iont ve spektru pak odpovídá 

hodnot�  100%.  Hmotnostní spektrum je za daných podmínek pro ka�dou látku 

charakteristické a p�i správné interpretaci poskytuje informaci o struktu�e 

analyzované látky. Proto mezi jednu z oblastí vyu�i tí MS pat�í stopová analýza a 

zjišt� ní struktury organických látek. Druhou oblastí je pak spojení MS se 

separa� ními metodami (GC, HPLC), co� umo� � uje jednak identifikaci jednotlivých 

slo�ek komplexních vzork � , ale také vysoce citlivou analýzu sm� sí o známém 

slo�ení. Z �e� eného vyplývá, �e hmotnostní spektrometrie nalézá u platn� ní 

v širokém spektru laborato�í s r� zným zam�� ením, od rutinních kontroln� -

analytických laborato�í a� po výzkumná klinická pracovišt �  � i ústavy zam�� ené na 

analýzu �ivotního prost �edí. 

 

3.4.1 MS instrumentace 

Mezi t� i základní komponenty hmotnostního spektrometru pat�í iontový 

zdroj , hmotnostní analyzátor  a detektor (viz Obrázek 17).  

V iontovém zdroji  dochází k ionizaci analyzované látky, tedy k jejímu 

p�evedení na kladné nebo záporné ionty. V tomto míst�  se také mohou odehrávat 

fragmenta� ní reakce vedoucí ke št� pení chemických vazeb v molekule a ke vzniku 

fragment� . Ka�dému iontu odpovídá ur � itá hodnota m/z. Z iontového zdroje ionty 

vletí do hmotnostního analyzátoru, který je podle jejich hodnot m/z rozd� lí 

v � ase � i prostoru. Proud iont�  je pak sm�� ován na detektor , který poskytuje 

signál úm� rný po� tu dopadajících iont� . Celé za�ízení je propojeno s po� íta� em, 

jeho� prost �ednictvím je spektrometr ovládán, a který vyhodnocuje signál 

z detektoru p�evedením na hmotnostní spektrum.  Nezbytnou sou� ástí 

hmotnostního spektrometru je i vakuové � erpadlo, které zajiš
uje dostate� n�  nízký 

tlak pro chod p�ístroje. D� le�ité je také vhodné �ešení vstupu analytu z 

chromatografického systému do iontového zdroje. 
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Obrázek 17: Schéma hmotnostního spektrometru. Zdroj : M. Hol � apek, P �ednášky k 
p�edm� tu „Hmotnostní spektrometrie v organické analýze“ 
http://holcapek.upce.cz/teaching/MS_prednasky_NEW_0 1_Uvod.pdf , 24.4.2008  
 

Iontový zdroj  

Ionizace analyzované látky je základní p�edpoklad hmotnostn� -

spektrometrické analýzy. Ioniza� ní energie v� tšiny organických látek se pohybuje 

v rozmezí 7 – 16 eV a d� je, jejich� energie je vyšší ne� prahová ioniza � ní energie 

analyzované látky, vedou k její ionizaci. Pokud je však energie dodaná molekule 

výrazn�  vyšší ne� její tzv. první ioniza � ní energie, dochází k fragmentaci vzniklého 

iontu. Ioniza� ní techniky se podle mno�ství dodané energie d � lí na m� kké a 

tvrdé . U m� kkých ioniza� ních technik dochází k ionizaci a omezené fragmentaci 

iont� , naopak tvrdé ioniza� ní techniky zahrnují dodání velkého p�ebytku energie, 

co� vede k rozsáhlé fragmentaci iont � .  

Mezi tvrdé ioniza� ní techniky pat�í ionizace elektronem (electron 

ionization, EI). EI probíhá v plynné fázi a pou�ívá  se p�edevším ve spojení s GC. 

Principem ionizace elektronem je interakce molekul analyzované látky s proudem 

elektron�  o velké energii (70 eV), p�i� em� v � tšinou dochází k uvoln� ní elektronu z 

molekuly analytu a vzniku tzv. radikálkationtu M+·. S menší pravd� podobností je 

elektron zachycen molekulou analyzované látky za vzniku záporn�  nabitého 

radikálaniontu M-·. Druhá zmín� ná rekace probíhá snadn� ji za p�ítomnosti 

elektronegativního prvku ve struktu�e molekuly. Jeliko� se jedná o nejstarší 

ioniza� ní techniku a pro jednotlivé t�ídy látek jsou podrobn�  popsána pravidla 

jejich ionizace, existují rozsáhlé knihovny spekter, které umo� � ují identifikaci látek 

na základ�  porovnání jejich hmotnostních spekter s knihovnou (p�i dodr�ení 
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stejných podmínek ionizace). V sou� asné dob�  obsahují knihovny kolem 500 000 

spekter. 

M� kké ioniza� ní techniky zahrnují chemickou ionizaci a v� tší skupinu 

sprejových ioniza� ních technik. Chemická ionizace  (chemical ionization, CI) 

probíhá v plynné fázi, a proto je také b� �n �  pou�ívaná v kombinaci s GC. P �i 

chemické ionizaci je energie z rychle letících elektron�  p�edána molekulám 

analytu prost�ednictvím reak� ního média nej� ast� ji tvo�eného plynem nebo parami 

nízkovroucí kapaliny. Reak� ní médium je umíst� no v ioniza� ní kom� rce pod 

velkým tlakem. Vlivem energie urychlených elektron�  vzniká nejprve radikálkationt 

molekuly reak� ního média, ze kterého je potom (po vnesení analyzované látky) 

p�enesen proton na neutrální molekulu analytu za vzniku kationtu MH+ (tzv. kvazi-

molekulární iont). Mezi nej� ast� ji pou�ívaná reak � ní média pat�í helium, vodík, 

methan, propan, butan � i amoniak. Konstrukce ioniza� ního zdroje pro EI a CI je 

tém��  stejná, proto se � asto vyrábí kombinovaný zdroj EI-CI.  

Mezi sprejové ioniza� ní techniky pat�í ionizace termosprejem, 

elektrosprejem a chemická ionizace za atmosferického tlaku. Probíhají v kapalné 

fázi, a proto se kombinují s kapalinovou chromatografií � i kapilární elektroforézou.  

U termospreje  (thermospray ionization, TSI) vstupuje mobilní fáze z kolony 

do kovové kapiláry vyh�ívané na teplotu 200 – 300°C. P � sobením vysoké teploty 

mobilní fáze v�e a rozpráší se na malé kapi� ky, které se dále postupn�  odpa�ují a 

zmenšují, a� vzniknou disociované ionty, které samo voln�  p�ejdou do plynné fáze. 

Pomocí elektrody s vlo�eným nap � tím jsou ionty vedeny do hmotnostního 

analyzátoru. Tímto procesem vznikají kladné i záporné ionty, p�i� em� výt � �nost 

ionizace velmi závisí na slo�ení mobilní fáze a tep lot�  kapiláry. Ionizace 

termosprejem není vhodná pro tepeln�  nestabilní analyty.  

V sou� asné dob�  nejpou�ívan � jší ioniza� ní techniku pro spojení HPLC-MS 

p�edstavuje ionizace elektrosprejem  (electrospray ionization, ESI). Kapalina je 

rozprášena z ústí tenké kovové kapiláry p� sobením elektrického pole za vzniku 

drobných kapi� ek, které jsou v protiproudu dusíku o teplot�  a� 200°C vysušeny. 

Disociované látky op� t p�echází p�ímo do plynné fáze a dále do hmotnostního 

analyzátoru. Podle polarity nap� tí, které je vkládáno na elektrodu, vznikají bu�  

kladné � i záporné ionty a rozlišuje se tzv. pozitivní (ESI+) � i negativní (ESI-) mód.  

Chemická ionizace za atmosférického tlaku  (atmospheric pressure 

chemical ionization, APCI) se od ionizace elektrosprejem liší tím, �e mobilní fáze z 

HPLC je rozprášena pomocí pneumatického rozprašova� e vyh�ívaného a� na 



67 

 

700°C, � ím� dojde k efektivnímu rozprášení a odpa �ení kapalné fáze. V prostoru 

zdroje se nachází tzv. koronová jehla, jejím� výboj em dojde nejprve k ionizaci par 

mobilní fáze a molekul zml�ovacího plynu za vzniku chemicko-ioniza� ního 

plazmatu. Prost�ednictvím plazmatu jsou pak molekuly analytu ionizovány stejným 

mechanismem jako u chemické ionizace.  

 

Hmotnostní analyzátory  

V analyzátoru jsou ionty opoušt� jící iontový zdroj rozd� leny podle jejich 

hodnoty m/z. K nejpou�ívan � jším hmotnostním analyzátor� m pat�í magnetický 

analyzátor, který je sou� asn�  i nejstarším prototypem, dále kvadrupólové 

analyzátory, iontové pasti a pr� letové analyzátory.  

Magnetický hmotnostní analyzátor  je tvo�en elektromagnetem, mezi 

jeho� póly procházejí ionty. P � sobením homogenního magnetického pole ionty o 

rozdílném m/z opisují trajektorii o r� zných polom� rech, � í� dojde k jejich 

prostorovému rozd� lení. Magnetický analyzátor je charakterizován vysokým 

rozlišením a pou�ívá se v samostatných spektrometre ch bez spojení se separa� ní 

metodou.  

Naopak v kombinaci s kapalinovou � i plynovou chromatografií je v 

konstrukci hmotnostního spektrometru � asto uplat� ován kvadrupólový 

analyzátor , který je tvo�en � ty�mi ty� emi s vkládaným stejnosm� rným a 

vysokofrekven� ním st�ídavým nap� tím (viz Obrázek 18). Do prostoru mezi ty� emi 

vniknou letící elektrony a ve st�ídavém elektrickém poli za� nou oscilovat. 

Kvadrupól funguje jako filtr, proto�e ionty o ur � itém m/z projdou pouze v okam�iku 

vhodn�  vlo�eného nap � tí na ty� e. Postupnou zm� nou nap� tí vkládaných na 

kvadrupól procházejí mezi ty� emi postupn�  všechny ionty dál do detektoru 

hmotnostního spektrometru. Tomuto pr� b� �nému filtrování iont �  na základ�  

zm� ny vkládaných nap� tí se �íká tzv. skenování.  
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Obrázek 18: Schéma kvadrupólového analyzátoru. Zdro j: webové stránky University 
of Bristol, http://www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/tandem-ms.html , 25. 4. 2008 
 

Kvadrupóly mohou být umíst� ny tandemov� , tzn. za sebou, za ú� elem 

provád� ní cílené fragmentace vybraných iont� . Tandemové techniky se zkrácen�  

ozna� ují jako MS/MS nebo MS2. Nejb� �n � jším za�ízením tohoto druhu je trojitý 

kvadrupól  (triple quadrupole, QQQ), který je s výhodou pou�í ván ve spojení s 

m� kkými ioniza� ními technikami, je� narozdíl od EI samy o sob �  neposkytují 

mnoho fragment� . Trojitý kvadrupól je tvo�en t�emi za sebou �azenými 

jednoduchými kvadrupóly. Prost�ední z nich (Q2) funguje jako kolizní cela, kde 

dochází k fragmentaci iont�  pomocí tzv. kolizí indukované disociace  (collision 

induced dissociation, CID) probíhající v prost�edí kolizního plynu (He, Ar, N2). 

První a t�etí kvadrupól (Q1, Q3) slou�í jako hmotnostní filtr y. V prvním kvadrupólu 

je vybrán iont o ur� itém m/z (iont prekurzoru neboli mate�ský iont), který je vpušt� n 

do kolizní cely, kde vznikají fragmenty vybraného iontu. Fragmentové ionty jsou 

následn�  zanalyzovány t�etím kvadrupólem a dopadají na detektor. Takový 

záznam z detektoru se nazývá produktové (dce�iné) spektrum.  

Výše popsaný princip (nazývaný jako sken produktových iont � ) 

p�edstavuje pouze jeden z n� kolika mo�ných typ �  MS/MS experiment�  a je 

znázorn� n na Obrázek 19 (p�íklad � . 1). Mezi další typy pat�í sken iont �  

prekurzoru  (d�íve sken rodi� ovských iont� ), kdy podle fragmentových iont�  

zjistíme p� vodní produktový iont, a sken neutrálních ztrát , jeho� prost �ednictvím 

zjistíme charakterické dvojice iont�  prekurzor�  a produkt� , u kterých dochází k 

odšt� pení vybrané hmotnostní ztráty, nap�. m/z = 18 pro odšt� pení vody (viz 

Obrázek 19, p�íklady � . 2 a 3). 
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Obrázek 19: R � zné typy MS/MS experiment � . Zdroj: webové stránky University of 
Bristol, http://www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/tandem-ms.html , 25. 4. 2008  
 

Dalším druhem hmotnostního analyzátoru je iontová past  (iont trap, IT) 

sestávající ze dvou kruhových elektrod a jedné prstencové elektrody, na kterou se 

p�ivádí st�ídavé nap� tí. Princip iontové pasti spo� ívá v pulzním p�ivedení iont�  o 

širokém rozsahu m/z do pasti, kde jsou zachyceny, nebo
  se  p� sobením 

st�ídavého nap� tí o malé amplitud�  udr�ují na stabilních drahách. Zvýšením 

amplitudy st�ídavého nap� tí p�ivád� ného na prstencovou elektrodu jsou ionty 

postupn�  vypuzovány z pasti na detektor podle jejich hodnoty m/z.  Jedná se v 

podstat�  o trojrozm� rnou variantu kvadrupólu. P�ivád� né ionty mohou pocházet 

bu�  z externího iontového zdroje (� asto u spojení HPLC/MS) a nebo mohou 

vznikat i p�ímo v iontové pasti pomocí ionizace pulsem elektron�  (GC/MS). Iontová 

past existuje ve sférickém a lineárním provedení.  

V iontové pasti lze provád� t i tzv. MSn analýzu spo� ívající v n� kolikanásobné 

fragmentaci vybraného iontu, co� s výhodou umo� � uje ur� ení struktury neznámé 

látky. Vybraný iont prekurzoru je zadr�en v pasti ( ostatní ionty jsou z pasti 

vypuzeny) a pomocí kolize v p�ítomnosti He dojde k fragmentaci iontu a 

zaznamenání MS/MS spektra. Stejným zp� sobem lze pokra� ovat dále (výb� r 

iontu-fragmentu, vypuzení ostatních, nová fragmentace), teoreticky a� k MS 10, 
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avšak prakticky jsme omezeni citlivostí detekce a � ivotností iont� . V praxi se 

dosahuje �ádu MS3 a� MS 5, co� pln �  dosta� uje k provedení strukturní analýzy.  

 

 
 
Obrázek 20: Schéma iontové pasti. Zdroj: webové str ánky University of Bristol, 
http://www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/qit-massspec.ht ml  , 25. 4. 2008 

 

Posledním zmín� ným analyzátorem je pr � letový analyzátor  (time of flight, 

TOF), který sestává z evakuované trubice. Ionty s rozdílnou hodnotou m/z letí 

trubicí r� znou rychlostí, � ím� dochází k jejich separaci. „T � �ší“ iont letí pomaleji, 

zatímco „leh� í“ rychleji, a proto dopadá na detektor d�íve. TOF se pou�ívá pro 

analýzu vysokomolekulárních látek.  

 

Detektory  

Ve hmotnostní spektrometrii se pou�ívají dva druhy detektor�  – detektory 

pro p�ímá m�� ení a násobi� ové detektory. Druhé zmín� né bývají sou� ástí 

veškerých komer� ních MS za�ízení a jsou zastoupeny elektronásobi� ovými a 

fotonásobi� ovými detektory, které vykazují vyšší citlivost a � ivotnost, a proto bývají 

up�ednost� ovány.  

 

 

3.4.2 Hmotnostní spektrum 

Základním výsledkem MS analýzy je hmotnostní spektrum analyzované 

látky. Vodorovná osa odpovídá hodnot�  m/z, svislá osa p�edstavuje odezvu 

detektoru vyjád�enou nej� ast� ji v procentech odpovídajícím relativní intenzit�  
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iontového proudu. Nejintenzivn� jší pík ve spektru je charakterizován relativní 

intenzitou 100%. V� tšinou se setkáváme s � arovými spektry, ve skute� nosti však 

ka�dé „ � á�e“ ve spektru odpovídá reálný pík, který je jen pomocí softwaru 

nahrazen úse� kou, její� poloha na ose m/z odpovídá maximu daného  píku. 

	 arová spektra p�edstavují p�ehledn� jší formu pro jejich interpretaci.   

V p�ípad�  spojení MS s chromatografickou metodou, nachází se ve spektru 

analyzované látky i píky iont�  mobilní fáze. Tuto slo�ku spektra lze odstranit 

ode� tením signálu odpovídajícímu situaci p�ed a po pr� chodu chromatografického 

píku. Tento postup je proveden pomocí sofistikovaných MS program�  a p�ináší 

jednak zjednodušení spektra pro interpretaci, ale také sní�ení šumu a tím zvýšení 

citlivosti analýzy.  

 

3.4.3 Spojení HPLC - MS 

Výhoda spojení chromatografických metod s hmotnostní spektrometrií 

spo� ívá v mo�nosti separace a identifikace slo�ité sm � si látek b� hem jedné 

analýzy. Spojení HPLC/MS však nebylo zpo� átku jednoduché, a to z d� vodu 

velkého rozdílu tlak�  mezi hmotnostním analyzátorem (tlak 10-3 Pa) a látkami 

vstupujícími do iontového zdroje z kapalinového chromatografu (105 Pa). Další 

problém spo� íval v nutnosti odstran� ní obrovského nadbytku mobilní fáze p�ed 

vstupem do vakuové � ásti p�ístroje. Vývoj m� kkých ioniza� ních technik pracujících 

za atmosférického tlaku (ESI a APCI), kde se mobilní fáze p�ímo ú� astní 

ioniza� ního procesu, však znamenal naprostý pr� lom v �ešení spojení HPLC/MS, 

které dnes p�edstavuje velice spolehlivou metodu vyu�ívanou ve v šech oblastech 

organické analýzy.  

P�ed HPLC/MS analýzou je t�eba nejprve zvolit vhodnou ioniza� ní techniku 

na základ�  typu analyzovaných látek: APCI je ur� ena pro polární i nepolární 

nízkomolekulární látky do molekulové hmotnosti cca 1000 Da (g/mol), naopak ESI 

lze pou�ít pro makromolekulární látky (st �edn�  a� velmi polární) do 100 000 Da. 

Podle chemické povahy analytu také volíme záznam kladných � i záporných iont� . 

Zatímco kladný mód je aplikovatelný na v� tšinu slou� enin, záporný mód je 

up�ednost� ován v p�ípad�  sulfonových a karboxylových kyselin, hydroxyslou� enin 

� i nitroslou� enin.   

U reverzní HPLC/MS se jako mobilní fáze pou�ívají tradi � ní rozpoušt� dla 

(methanol, acetonitril, ethanol, 2-propanol a jejich sm� si s vodou), v�dy však 
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musíme dbát na nejvyšší mo�nou � istotu. Ne�ádoucí je p �ítomnost anorganických 

sodných a draselných solí pou�ívaných jako pufr � , pro pufrovací efekt lze vyu�ít 

t� kavé soli typu octanu � i mraven� anu. Pro podpo�ení ionizace analyt�  se k 

mobilní fázi � asto p�idávají v malých koncentracích t� kavá aditiva (0,05 – 1% 

kyselina mraven� í, octová, amoniak). Pr� tok mobilní fáze je omezen do 1 ml/min, 

v p�ípad�  UPLC/MS do 0,5 ml/min.   

 Získaná spektra nelze porovnávat s knihovnou spekter, proto�e se mohou 

výrazn�  lišit podle pou�ité ioniza � ní techniky � i pracovních podmínek. P�i pou�ití 

m� kkých ioniza� ních technik vznikají tém��  výhradn�  ionty se sudým po� tem 

elektron�  s vysokou relativní intenzitou molekulárních adukt� . V pozitivním módu 

se � asto objevují adukty [M+H]+, [M+Na]+, [M+K]+, v negativním naopak adukty [M-

H]-.  

Oblast aplikace HPLC/MS le�í jak v potraviná �ské � i farmaceutické analýze, 

tak v oboru toxikologie a ekologie. Vzhledem k neustále se rozši�ujícímu spektru 

látek, které nás obklopují a p� sobí na lidský organismus, je t�eba v� novat velkou 

pozornost kontrole potravin � i lé� iv, osudu toxických látek v t� le � i monitorování 

látek zne� iš
ujících �ivotní prost �edí. Pro všechny tyto úkoly nám m� �e být 

hmotnostní spektrometrie (v jakékoliv podob�  a kombinaci) dobrým a spolehlivým 

pomocníkem.  
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3.5 Kapilární elektroforéza (CE) 

[Vypracováno ze zdroj�  92, 104] 

Kapilární elektroforéza pat�í do skupiny elektromigra� ních separa� ních 

metod, jejich� princip je zalo�en na elektroforetic ké migraci iont�  v elektrickém poli 

probíhající v tenké kapilá�e. Úplné po� átky elektromigra� ních metod sice sahají ji� 

do 19. století, hlavní rozvoj však tyto techniky zaznamenaly a� v 80. letech 

minulého století a od té doby se stále vyvíjejí. Práv�  z d� vodu jejich pom� rn�  

krátkého p� sobení na poli separa� ních analytických metod ve srovnání s 

„chromatografickou klasikou“ nenalézají zatím elektromigra� ní metody tak široké 

praktické uplatn� ní. Nicmén�  technický pokrok a špi� kové p�ístroje dodávané 

renomovanými zahrani� ními výrobci postupn�  vydobývají t� mto metodám � estné 

místo na slunci a prosazují se tak i do oblasti praktické analytiky a rutinních 

m�� ení. K hlavním výhodám elektromigra� ních metod pat�í malá spot�eba 

rozpoušt� del, vysoká separa� ní ú� innost, rychlost analýzy a relativn�  snadná a 

rychlá optimalizace separa� ních podmínek. Horší reprodukovatelnost a ni�ší 

citlivost p�edstavují naopak jisté neduhy t� chto separa� ních technik. 

Kapilární elektromigra� ní metody zahrnují šest základních technik lišících 

se mechanismem separace a charakterem elektrolytu v kapilá�e: 

 

1. Kapilární zónová elektroforéza (CZE) 

2. Kapilární gelová elektroforéza (CGE) 

3. Micelární elektrokinetická kapilární chromatografie (MEKC) 

4. Kapilární elektrochromatografie (CEC) 

5. Kapilární izoelektrická fokusace (CIEF) 

6. Kapilární izotachoforéza (ITP) 

 

Všechny zmín� né metody lze pou�ít pro separaci iont � . MEKC a CEC je 

navíc mo�né aplikovat i na d � lení elektroneutrálních molekul. První � ty�i 

vyjmenované metody se � asto ozna� ují souhrnn�  jako kapilární elektroforéza (CE) 

� i vysokoú� inná kapilární elektroforéza (HPCE).  
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3.5.1 Provedení kapilární elektroforézy 

Mezi základní charakteristiky CE pat�í: 

�  pou�ití k �emenných kapilár o vnit�ním pr� m� ru 25 – 75 µm a 

vn� jším pr� m� ru 300 – 400 µm; vn� jší povrch kapiláry je pota�en 

polyimidovou vrstvou, která zajiš
uje její pru�nost a ohebnost 

�  vlo�ení vysokého nap � tí (10 – 30 kV) a silného elektrického pole 

na kapalinu v kapilá�e 

�  velká odolnost kapiláry bránící generaci vysokého proudu 

�  vysoká separa� ní ú� innost (a� 10 6 teoretických pater) 

�  detekce se uskute�� uje p�ímo v kapilá�e, není pot�eba �ádné 

externí detek� ní cely 

�  dostate� ný malý objem vzorku, nást�ik vzorku 1 – 50 nl 

�  mo�nost volby r � zných mód�  pro optimalizaci selektivity 

�  analýza ve vodném médiu, minimum organiky 

�  dostupné automatizované p�ístroje 

 

Obrázek 21 znázor� uje provedení kapilární elektroforézy. Základem je 

roztok separa� ního elektrolytu napln� ný do vstupní a výstupní nádobky (inlet a 

outlet vial). Kapilára spojuje ob�  nádobky a p�ed ka�dým m �� ením je také 

napln� na roztokem elektrolytu. Do vstupní a výstupní nádobky jsou umíst� ny 

elektrody - ve vstupní vialce anoda, ve výstupní katoda. P�ed zapo� etím analýzy je 

dobré nechat systém ustálit prost�ednictvím p�ipojení nap� tí po dobu nejmén�  15 

minut. V okam�iku vlo�ení nap � tí za� ne systémem procházet proud, který by 

nem� l p�esáhnout hodnotu 100 
 A, aby se kapilára p�i m�� ení p�íliš nezah�ívala. 

Pro nadávkování vzorku se vstupní nádobka vym� ní za nádobku se vzorkem.  

Dávkování lze uskute� nit dv� ma základní zp� soby: elektrokineticky � i 

hydrodynamicky. P�i elektrokinetickém dávkování se na elektrody na n� kolik 

sekund vlo�í dávkovací nap � tí (nap�. 5 kV na 6 sekund). B� hem této doby se do 

kapiláry nasaje malé mno�ství vzorku (jednotky a� d esítky nanolitr� ). Nevýhodou 

tohoto zp� sobu je odlišné slo�ení vzorku vstupujícího do kapi láry od slo�ení 

vzorku v nádobce, a to z d� vodu zvýhodn� ní kationt�  oproti aniont� m, nebo
  

kationty jsou vtahovány dovnit�  kapiláry, zatímco anionty naopak. Pro zajišt� ní 

správných výsledk�  je mo�né tuto chybu korigovat pou�itím vnit �ního standardu.  
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Zcela reprezentativní nadávkování vzorku umo� � uje hydrodynamická 

metoda, kdy se do nádobky se vzorkem a s pono�eným vstupním koncem kapiláry 

p�ivede stla� ený vzduch o tlaku n� kolika set Pascal�  po dobu n� kolika sekund 

(nap�. 1 kPa na 5 s). P�etlak nad hladinou vzorku zp� sobí vtla� ení n� kolika 

nanolitr�  vzorku do kapiláry. Tento postup se pou�ívá � ast� ji, avšak nelze 

aplikovat u kapilární gelové elektroforézy a kapilární elektrochromatografie.  

 

 
Obrázek 21: Schéma provedení kapilární elektroforéz y. Zdroj: http://www.chnola-
research.org/faculty/hempe/projects/capillary.htm   
 

Po nadávkování vzorku se kapilára spolu s elektrodou znovu pono�í do 

inletové vialky s elektrolytem a analýza vzorku se spustí vlo�ením nap � tí na 

elektrody. Ionty jsou separovány na základ�  jejich rozdílných elektroforetických 

pohyblivostí a sou� asn�  jsou pomocí elektroosmotického toku unášeny sm� rem 

ke katod� . K detekci jednotlivých zón se pou�ívá v � tšinou absorp� ní fotometrický 

detektor pro oblast viditelného a ultrafialového sv� tla. Detektor se nachází p�ed 

výstupním koncem kapiláry. Detekce je uskute� n� na na základ�  m�� ení 

absorbance roztoku procházejícího kapilárou. K tomu, aby mohl paprsek sv� tla 

procházet, je kapilára v p�íslušném míst�  opat�ena detek� ním okénkem o velikosti 

n� kolika milimetr� , které se vytvo�í odstran� ním polyimidové vrstvy opálením a 

nebo naleptáním. V okam�iku, kdy kapilárou projde z óna s analytem, který 

absorbuje zá�ení p�i zvolené vlnové délce, zaznamená detektor zm� nu 

absorbance a výsledkem je pík na záznamu z analýzy, který odpovídá separované 

zón� . Záznam se nazývá elektroferogram a vyjad�uje závislost migra� ního � asu 
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na odezv�  detektoru (absorbanci). Migra� ní � as p�edstavuje dobu od po� átku 

analýzy po vstup separované zóny do detek� ního okénka. 

 

3.5.2 Princip kapilární elektroforézy 

Separace látek v kapilární elektroforéze je uskute� n� na na základ�  dvou 

mechanism� , a to elektroforetické migraci iont �  v elektrickém poli a 

elektroosmotickém toku  elektrolytu v kapilá�e.  

Elektroforetická migrace iont�  p�edstavuje pohyb iont�  v elektrickém poli, 

které v kapilá�e vzniká po vlo�ení elektrického nap � tí. Ionty jsou p�itahovány 

elektrostatickými silami k opa� n�  nabitým elektrodám a pohybují se k nim 

konstantní elektroforetickou rychlostí vef, která je p�ímo úm� rná intenzit�  

elektrického pole E a elektroforetické pohyblivosti daného iontu. Elektroforetická 

pohyblivost iontu � ef je pro ka�dý iont charakteristická a závisí na cel kovém náboji 

iontu, jeho polom� ru a dynamické viskozit�  prost�edí. Vyjad�uje se v jednotkách 

cm2.V-1.s-1; pro kationty má hodnotu kladnou, pro anionty naopak zápornou.  

Elektroosmotický tok (electroosmotic flow, EOF) p�edstavuje celkový pr� tok 

kapaliny v kapilá�e, která je pod nap� tím. EOF vzniká jako d� sledek negativního 

náboje na povrchu vnit�ní st� ny k�emenné kapiláry, která je pokryta silanolovými 

skupinami Si-OH, jen� disociují za vzniku záporn �  nabitých skupin Si-O-. Tyto 

vytvá�ejí souvislý záporný náboj na vnit�ním povrchu kapiláry. Sou� asn�  vzniká p�i 

kapilární st� n�  dvojvrstva, nebo
  uvol� ované protony vodíku ze silanolových 

skupin vytvá�í kladn�  nabitý film. Po vlo�ení elektrického nap � tí se hydratované 

vodíkové kationty uvedou do pohybu sm� rem ke katod�  a strhávají s sebou 

veškerý roztok uvnit� kapiláry, � ím� vzniká elektroosmotický tok. Graficky je vznik 

EOF znázorn� n na Obrázek 22.  
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Obrázek 22: Vznik elektroosmotického toku. Zdroj: [ 104] 
a) znázorn � ní negativn �  nabitého vnit � ního povrchu k �emenné kapiláry 
b) hydratované kationty nashromá�d � né p � i st � n�  kapiláry a tvo � ící dvojvrstvu 
c) sm � r elektroosmotickho toku po vlo�ení nap � tí na elektrody 
 

Elektroosmotický tok unáší sm� rem ke katod�  všechny molekuly p�ítomné 

v kapilá�e bez ohledu na jejich velikost � i náboj. Anionty jsou také neseny EOF, 

by
  jsou samy p�itahovány opa� ným sm� rem (k anod� ), nebo
  jejich 

elektroosmotická pohyblivost m� �e být a� o �ád menší ne� EOF. Proto je mo�né 

analyzovat kationty, neutrální molekuly i anionty b� hem jedné CE analýzy, nebo
  

všechny � ástice putují stejným sm� rem. Situaci v kapilá�e p�i analýze sm� si 

neutrálních (N), záporných (-) a kladných (+) molekul znázor� uje Obrázek 23. 

Kationty migrují nejrychleji, nebo
  jsou jednak samy p�itahovány k záporné 

elektrod� , a jednak je tento pohyb umocn� n p� sobením elektroosmotického toku. 

Za nimi následují neutrální molekuly, které proudí rychlostí EOF, a jako poslední 

postupují anionty, které rovn� � unáší EOF, avšak sou � asn�  jsou p�itahovány 

anodou na opa� nou stranu, co� jejich pohyb zpomaluje. Z obrázku j e také z�ejmé, 
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�e pokud vzorek obsahuje více druh �  kladn�  i záporn�  nabitých iont� , budou tyto 

na základ�  jejich rozdílných elektroforetických pohyblivostí rozd� leny na jednotlivé 

zóny, � ím� dojde k jejich separaci. Naopak elektroneutráln í molekuly plynou 

všechny sou� asn�  v jedné zón� , a pokud se ve vzorku nachází více r� zných 

neutrálních látek, separovány nebudou.  

  

 
Obrázek 23: Rozdílná migrace iont �  a neutrálních molekul p � i kapilární zónové 
elektroforéze. Zdroj: [104] 
 

Neutrální látky, které lze dob�e detekovat a jsou dob�e rozpustné ve 

vodných roztocích, se pou�ívají jako tzv. zna � kova� e EOF (EOF markers) pro 

výpo� et elektroosmotického toku, a pat�í k nim nap�. thiomo� ovina, methanol � i 

formamid.  

P�esto�e je EOF vnímán v � tšinou jako prosp� šný a nezbytný pro analýzu, 

za ur� itých podmínek (nap�. p�i vysokém pH elektrolytu) m� �e být tak velký, �e 

molekuly analyt�  dorazí k detektoru d�íve, ne� dojde k jejich separaci. Velikost 

elektroosmotického toku je ovliv� ována r� znými faktory, jejich� prost �ednictvím lze 

EOF kontrolovat tak, aby bylo dosa�eno optimálních analytických podmínek: 

 

�  pH elektrolytu 

	 ím je vyšší pH roztoku elektrolytu, tím v� tší záporný náboj je 

soust�ed� n p�i vnit�ní st� n�  kapiláry, co� zp � sobuje zvýšení rychlosti 

elektroosmotického toku.  

 

�  Koncentrace elektrolytu 

	 ím je vyšší koncentrace tlumivého roztoku, tím pomalejší EOF je 

pozorován. Roztoky o p�íliš nízké koncentraci (pod 10 mmol/l) nejsou 

doporu� ovány, nebo
  takto z�ed� né elektrolyty nemají dostate� nou 



79 

 

pufrovací kapacitu, co� vede k nestejnému rozlo�ení  pH podél 

kapiláry a tím k nereprodukovatelným výsledk� m.  

 

�  Intenzita elektrického pole 

Sní�ením E dochází ke sní�ení rychlosti EOF a sou � asn�  

k prodlou�ení analýzy, zhoršení separa � ní ú� innosti a rozlišení pík� . 

 

�  Teplota 

�  P� ídavek organického rozpoušt � dla 

�  Chemická modifikace st � ny kapiláry 

 

B� hem analýzy, kdy je na elektrody vlo�eno nap � tí a kapilárou prochází 

proud, vzniká tzv. Jouleovo teplo, které je vedeno st� nou kapiláry do okolního 

prost�edí. Aby nedocházelo k p�eh�ívání elektrolytu v kapilá�e a tím k negativnímu 

ovliv� ování analýzy, bývá u komer� ních p�ístroj�  kapilára chlazena proudícím 

vzduchem nebo kapalinou.  

 

3.5.3 Elektrolyty v CE 

Kapalina proudící uvnit� kapiláry se ozna� uje jako separa� ní elektrolyt, pufr 

� i tlumivý roztok. Výb� r pufru je velice d� le�itý pro dosa�ení úsp � šné separace. 

Vzhledem k citlivosti EOF na zm� nu pH je nezbytné, aby zvolený tlumivý roztok 

zajiš
oval konstantní pH ve všech místech kapiláry. Oblast efektivního pufrovacího 

rozmezí pH je p�ibli�n �  ± 2 jednotky pH od pKa hodnoty vybraného tlumivého 

roztoku. Pufr pou�itelný pro CE analýzu by m � l poskytovat dobrou pufrovací 

kapacitu ve zvoleném rozmezí pH, nízkou absorbanci p�i vybrané vlnové délce pro 

fotometrickou detekci a nízkou vodivost, aby samotný pufr generoval minimální 

elektrický proud. Mezi nej� ast� ji pou�ívané tlumivé roztoky pat �í tetraboritanový � i 

fosfore� nanový pufr, TRIS (trishydroxymethylaminomethan) a citrátový � i octanový 

pufr v koncentracích 10 – 100 mmol/l. V Tabulka 3 je uveden p�ehled tlumivých 

roztok�  pou�ívaných v kapilární elektroforéze a jejich hod noty pKa.  
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Pufr pKa Pufr pKa 
Fosfátový 1 2,12 (pKa1) Fosfátový 2 7,21 (pKa2) 
Citrátový 1 3,06 (pKa1) TES 7,50 

Mraven� anový 3,75 HEPES 7.55 
Citrátový 2 4,74 (pKa2) HEPPS 8.00 
Octanový 4,75 TRICINE 8.15 
Citrátový 3 5,40 (pKa3) TRIS 8.30 

MES 6,15 BICINE 8.35 
ADA 6,60 Morpholine 8.49 

BIS-TRIS 6,80 Borátový 9.24 
PIPES 6,80 CHES 9.50 
ACES 6,90 CHAPSO 9.60 

MOPSO 6,90 CAPS 10.40 
Imidazol 7,00 Fosfátový 3 12.32 (pKa3) 
MOPS 7,20   

 

Tabulka 3: P � ehled b � �n �  pou�ívaných elektrolyt �  pro CE. Zdroj: [104] 
 

 

3.5.4 Chirální separace v CE 

Pro separaci izomerních látek � i molekul s velmi podobnou chemickou 

strukturou se v kapilární elektroforéze velmi � asto pou�ívají chirální selektory jako 

nap�. cyklodextriny, soli �lu � ových kyselin nebo crown-ethery. Chirální separace 

lze dosáhnout p�idáním selektoru k roztoku elektrolytu, p�i� em� m � �eme velmi 

snadno ovlivnit selektivitu separa� ního procesu, a to volbou typu selektoru, 

zm� nou jeho koncentrace � i p�ídavkem organických modifikátor�  (alkoholy, 

povrchov�  aktivní látky, mo� ovina, ionty kov� ). Chirální separace v kapilární 

elektroforéze je proto mnohem snazší ne� nap �. v HPLC, kdy je taková analýza 

podmín� na pou�itím chirálních stacionárních fází, které js ou jednak pom� rn�  

finan� n�  nákladné a také p�ísn�  selektivní pro konkrétní aplikace.   

Práv�  cyklodextriny (CD) pat�í k nej� ast� ji pou�ívaným chirálním 

selektor� m v CE. Jedná se o neionogenní cyklické oligosacharidy skládající se 

z šesti, sedmi � i osmi glukózových jednotek (podle po� tu jednotek rozlišujeme � -, 

� - a � - cyklodextriny). Molekula CD má tvar dutého komolého ku�ele s r � zn�  

velkou vnit�ní dutinou, která je hydrofóbní, zatímco její vn� jší povrch má naopak 

hydrofilní charakter. Obvod pomyslného ku�ele navíc  obsahuje chirální sekundární 

hydroxylové skupiny. Chirální separace spo� ívá v uzav�ení hydrofóbních � ástí 

analyt�  uvnit� dutiny a sou� asn�  ve vytvo�ení vodíkových vazeb mezi molekulou 

analytu a chirálními hydroxylovými skupinami. Pro zlepšení selektivity lze 
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vyzkoušet širokou škálu r� zných cyklodextrinových derivát�  nabízených pro ú� ely 

chirální elektroforetické separace látek.  
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4 Experimentální � ást 

V experimentální � ásti budou postupn�  prezentovány jednotlivé praktické 

práce, které se obecn�  týkají analýzy vybraných p�írodních látek pomocí r� zných 

analytických metod.  

 

�  GC 

Plynová chromatografie byla vyu�ita jednak pro anal ýzu fenolických kyselin 

spolu s mo�ností zakoncentrování pomocí SPME, ale t aké pro stanovení 

obsahu mastných kyselin v kapslích s rybím olejem.  

 

�  UPLC 

Kapalinová chromatografie, konkrétn�  moderní technika UPLC poslou�ila 

jako ú� inný nástroj pro analýzu vitamín�  A a E (retinolu a � -tokoferolu) 

v lidském séru. Pro analýzu širšího spektra látek pat�ících také do skupiny 

t� chto vitamín�  (retinol, kyselina retinová a � -, � - a � - tokoferol) byla 

vyvinuta metoda vyu�ívající UPLC separaci s hmotnos tn� -spektrometrickou 

detekcí. 

 

�  CE 

Pro stanovení vybraných obsahových látek ho�ce �lutého byla vyu�ita 

metoda kapilární elektroforézy.  

 

Teoretické základy a principy jednotlivých analytických metod jsou shrnuty 

v teoretické � ásti v kapitolách 3.1, 3.2, 3.3 a 3.4. Charakteristika biologických a 

fyzikáln� -chemických vlastností studovaných látek spolu se stru� ným nastín� ním 

b� �ných zp � sob�  jejich analýzy je takté� popsána v teoretické � ásti, a to 

v kapitolách 2.1 a 2.2.  
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4.1 Analýza fenolických kyselin pomocí 
SPME-GC 

4.1.1 Úvod 

Ve v� decké literatu�e se v� tšinou setkáme s analýzou fenolických kyselin 

pomocí kapalinové chromatografie, a to s vyu�itím r everzní stacionární fáze ve 

spojení se spektrofotometrickou, elektrochemickou � i hmotnostn� -

spektrometrickou detekcí. V rámci této diserta� ní práce byla nejprve vyvinuta 

metoda pro analýzu sedmi fenolických kyselin (kávové, ferulové, gallové, p-

kumarové, protokatechové, syringové a vanilové) zahrnující derivatizaci pomocí 

methyl- a ethyl-chloroformiátu (MCF, ECF) a následnou separaci plynovou 

chromatografií s plamenov� -ioniza� ní detekcí. Jako druhý krok byla vyvinuta 

metoda pro n� kolikanásobné zakoncentrování p�ipravených derivát�  (methyl- � i 

ethyl-ester�  fenolických kyselin) prost�ednictvím mikroextrakce na tuhou fázi, op� t 

následovanou GC separací. Cílem experiment�  bylo jednak nalézt optimální 

podmínky pro derivatizaci fenolických kyselin probíhající ve vodném médiu 

tvo�eném sm� sí alkoholu, acetonitrilu, pyridinu a vody, ale také vybrat 

nejvhodn� jší sorbent a extrak� ní podmínky pro zakoncentrování derivát�  na 

SPME vlákno.  

 

4.1.2 Výsledky a diskuse 

Derivatizace  

Chloroformiáty se pou�ívají jako silná a rychlá der ivatiza� ní � inidla pro 

reakce kaboxylových kyselin ve vodném prost�edí. Ka�dá slo�ka reak � ního média 

hraje d� le�itou roli pro správný pr � b� h derivatiza� ní reakce. Pyridin slou�í jako 

katalyzátor, alkohol (methanol p�i pou�ití MCF, ethanol u ECF) je nezbytný pro 

esterifikaci karboxylové skupiny. Voda a acetonitril pak musí být ve vhodném 

pom� ru, aby nedocházelo ke vzniku vedlejších reak� ních produkt� . Za ú� elem 

nalezení optimálního slo�ení reak � ního média bylo postupn�  m� n� no mno�ství 

jednotlivých komponent a sledoval se vliv na výt� �nost reakce � i vznik vedlejších 

produkt� . Výsledné médium vyhodnocené jako ideální pro p�ípravu t� kavých 

ester�  fenolických kyselin se p�i pou�ití methylchloroformiátu skládá ze 14 díl �  
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ACN, 10 díl�  H2O, 2 díl�  MeOH a 3 díl�  pyridinu, pro reakci s ethylchloroformiátem 

je pom� r 4:4:3:1, p�i� em� methanol je nahrazen ethanolem.  

Postup derivatizace zahrnuje smíchání standardní sm� si s reak� ním 

médiem a následným postupným p�idáváním derivatiza� ního � inidla. Po 

d� kladném prot�epání se ke sm� si p�idá chloroform, do n� ho� za intenzivního 

t�epání p�echázejí nov�  vzniklé estery fenolických kyselin. Nakonec se do reak� ní 

nádobky p�idá roztok hydrogenuhli� itanu sodného. Po ustálení rovnováhy se 

odebere spodní chloroformová vrstva a po p�idání vnit�ního standardu squalenu je 

mo�né vzorek nast �íknout do plynového chromatografu. 

 

GC separace  

Pro separaci ester�  fenolických kyselin byla zvolena kapilární kolona 

Equity-5 obsahující 5% diphenyl/ 95% dimethylsiloxanovou stacionární fázi 

s pou�itím dusíku jako nosného plynu. P � vodní chromatografické podmínky byly 

optimalizovány za ú� elem dosa�ení separace všech sedmi látek a� na zákl adní 

linii. V tomto sm� ru se jako problematické jevilo rozd� lení ester�  kávové a gallové 

kyseliny. Zm� nou teplotního gradientu se poda�ilo oba píky separovat 

s uspokojivým rozlišením.  

 

Výsledné optimální chromatografické podmínky: 

�  pr� tok nosného plynu:  3,5 ml/min 

�  teplotní gradient: po� áte� ní teplota 100°C 2 min.,  

 10°C/min do 200°C,  

 5°C do 280°C.  

�  délka analýzy: 24 minut pro methyl estery 

 30 minut pro ethyl estery  

�  teplota injektoru: 240 °C 

�  teplota detektoru: 280°C.  

 

Validace metody:  

�  kalibra� ní k�ivka - vyhodnocení korela� ního koeficientu a lineárního 

rozsahu 

�  stanovení limit�  detekce a kvantifikace (LOD a LOQ) 
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�  intra- a inter-denní opakovatelnost (opakovatelnost plochy pík�  a 

reten� ního � asu v rámci jednoho dne a v rámci více dní) 

 

SPME 

Zakoncentrování látek na pevný sorbent SPME vlákna p�edcházela mírná 

úprava reak� ních podmínek. Slo�ení reak � ního média z� stává shodné, avšak 

p�ídavek chloroformu byl zcela vypušt� n, jednak z d� vodu nevhodnosti styku 

SPME sorbent�  s chlorovanými rozpoušt� dly, a jednak proto, �e by v prost �edí 

chloroformu nedocházelo tém��  k �ádné sorpci analyt �  na vlákno, nebo
  by tyto 

byly opakovan�  z vlákna chloroformem smývány. Proto namísto chloroformu a 

hydrogenuhli� itanu sodného  byl zvolen p�ídavek ekvivalentního mno�ství vody. 

Po extrakci analyt�  na SPME vlákno provedené za takto upravených podmínek 

následuje desorpce v plynovém chromatografu. Výsledný chromatogram obsahuje 

všech sedm pík�  s reten� ními � asy shodnými s  analýzou standardní sm� si bez 

p�edchozího zakoncentrování, co� prokazuje úsp � šné vyextrahování vzniklých 

derivát� .  

V rámci optimalizace SPME podmínek byly vyzkoušeny jednotlivé 

komer� n�  dostupné SPME sorbenty (CAR/PDMS, PDMS/DVB, PDMS a PA) a 

sou� asn�  byla optimalizována doba extrakce, teplota lázn�  a doba desorpce 

v GC. Nejvyššího zakoncentrování bylo dosa�eno p �i pou�ití polyakrylátového 

vlákna za pokojové teploty (25°C) po dobu 50 minut.  Vlákno s extrahovanými 

analyty se poté nechá desorbovat v nást�ikovém prostoru plynového 

chromatografu po dobu 10 min. Pomocí mikroextrakce na tuhou fázi bylo 

dosa�eno n � kolikanásobného zakoncentrování jednotlivých fenolických kyselin. 

Míra ú� innosti extrakce u jednotlivých látek závisí rovn� � na jejich fyzikáln � -

chemických vlastnostech, z nich� vyplývá také rozdí lná míra extrakce na pevný 

sorbent.  

 

4.1.3 Záv� r 

Pro analýzu fenolických kyselin byla vyvinuta a validována netradi� ní 

metoda derivatizace a následné separace pomocí plynové chromatografie.  

Sou� asn�  byly nalezeny optimální podmínky pro mikroextrakci na pevnou fázi, je� 

by mohla být vyu�ita jako p �edsepara� ní extrak� ní technika 

umo� � ující zakoncentrování cílových analyt�  ze vzorku p�írodního materiálu. 
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Popsaná metoda byla publikována v � asopise Analytica Chimica Acta. Vydaná 

publikace je uvedena v P�íloha 1.  
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4.2 Hodnocení obsahu mastných kyselin 
v dopl � cích stravy s rybím olejem 
metodou plynové chromatografie 

4.2.1 Úvod 

Dopl� ky stravy s obsahem rybího oleje p�edstavují plnohodnotný zdroj 

vícenenansycených mastných kyselin (PUFA) doporu� ovaný u pacient�  se 

zvýšenou hladinou cholesterolu, vysokým krevním tlakem, cévními a srde� ními 

onemocn� ními � i jinými zdravotními potí�emi. V lékárnách jsou b � �n �  dostupné 

p�ípravky ve form�  �elatinových kapslí obsahující � išt� ný rybí olej - na�loutlou 

kapalinu se silným rybím aroma, a to v mno�stvích 5 00 nebo 1000 mg oleje 

v jedné kapsli.  

P�esto�e n � kte�í výrobci � i distributo�i t� chto p�ípravk�  uvád� jí na obalu jak 

celkový obsah PUFA, tak obsah dvou nejd� le�it � jších kyselin - eikosapentaenové 

(EPA) a dokosahexaenové (DHA), spot�ebitel si nem� �e být stoprocentn �  jistý 

skute� ným mno�stvím ú � inných látek u� jen z toho d � vodu, �e dopl � ky stravy 

nepodléhají zdaleka tak p�ísným kontrolním proces� m jako lé� ivé p�ípravky. 

Vzhledem k nemalé cen�  t� chto p�ípravk�  však zákazník právem po�aduje 

vysokou kvalitu, která navíc m� �e být pom � rn�  snadno zkontrolována pomocí 

moderních kontroln� -analytických metod.  

Cílem této díl� í práce proto bylo ov�� ení slo�ení t �í preparát�  s rybím 

olejem dostupných na našem trhu – HEMA Rybí tuk, GS MAX EPA a Medpharma 

Rybí olej. U všech p�ípravk�  byla nejprve identifikována toto�nost rybího oleje  

pomocí zjišt� ní charakteristického zastoupení jednotlivých mastných kyselin. 

Sou� asn�  byl stanoven obsah EPA a DHA v mg na gram oleje. Zjišt� né výsledky 

byly porovnány s informacemi deklarovanými na obalech hodnocených preparát� . 

 

4.2.2 Experimentální � ást 

Chemikálie  

�  Standardy: Supelco 37 FAMEs Standard Mixture, Methyl 

heptadecanoate, Methyl oleate, Methyl palmitate a Menhadden rybí 

olej (vše od fy Supelco, Sigma Aldrich, 	 R) 

�  	 inidla: bortrifluorid BF3 (Supelco, Sigma Aldrich, 	 R) 
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�  Rozpoušt� dla: n-heptan, methanol (Supelco, Sigma Aldrich, 	 R).  

�  Ostatní: NaOH p.a., NaCl p.a. (PENTA, 	 R) 

�  Nosný plyn: Helium 5.0 (Linde, 	 R)  

�  Testované preparáty:  

o HEMA Rybí tuk 500 (HEMAX, 	 R) 

Slo�ení 1 tobolky: Rybí tuk EPAX 3000 TG 500 mg  

 EPA 77 mg, DHA 55 mg  

 D Alpha tocopherol - vitamín E 1000in/g 

 USP 

o GS MAX EPA (Green-Swan Pharmaceuticals, 	 R) 

Slo�ení 1 tobolky: Rybí olej 1000 mg  

 Omega-3-nenasycené kyseliny 300 mg 

 EPA 180mg, DHA 120 mg 

 Vitamin E 0,9 mg 

o MedPharma Rybí olej 1000 mg (MedPharma, 	 R) 

 Slo�ení 1 tobolky: Rybí olej 1000 mg 

 EPA 180 mg 

 DHA 120 mg  

 

P� íprava methyl ester �  MK 

Zmýdeln� ní triacylglycerol� : Do sklen� né derivatiza� ní zkumavky se 

šroubovacím uzáv� rem se napipetuje 1 ml roztoku vnit�ního standardu (roztok 

methyl esteru kyseliny heptadekanové v n-heptanu, c=1 mg/ml) a rozpoušt� dlo se 

odpa�í pod proudem dusíku do sucha. Do takto p�ipravené zkumavky se navá�í 

p�ibli�n �  p�esn�  25 mg oleje, p�idá se 1,5 ml methanolického roztoku NaOH 

(c=0,5 mol/l), zkumavka se t� sn�  uzav�e, prot�epe a zah�ívá se 5 minut na vodní 

lázni p�i 100°C (v digesto �i).  

Esterifikace: Po ochlazení zkumavky se opatrn�  p�idá 2 ml BF3, zkumavka 

se dob�e uzav�e, promíchá a zah�ívá ve vodní lázni 30 min. p�i 100°C. Sm � s se 

ochladí na 30 – 40°C, p �idá se 1 ml n-heptanu a  sm� s se 30 s intenzivn�  

prot�epává.  

Vysolení: Do zkumavky se p�idá 5 ml nasyceného roztoku NaCl a op� t 

dob�e prot�epe. Horní heptanová vrstva se p�enese do � isté vialky s uzáv� rem. Ke 

zbylé vodné fázi se znovu p�idá 1 ml n-heptanu, prot�epe se a po ustavení 
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rovnováhy se odebere heptanová vrstva, která se spojí s heptanovou fází v � isté 

vialce. V pr� b� hu celého postupu se p�ed ka�dým uzav �ením zkumavky odstraní 

vzduch proudem dusíku, aby se zabránilo vzdušné oxidaci MK. Spojené 

heptanové vrstvy se nakonec odpa�í pod jemným proudem dusíku na objem 

p�ibli�n �  1 ml. Do GC se nast�íkne 1 
 l vzorku.  

 

Plynová chromatografie  

�  Kolona: DB-23, 0,32 mm ID x 30 m x 0,25 
 m df (Agilent 

Technologies, HPST, 	 R) 

�  GC instrumentace: plynový chromatograf Shimadzu 17 A s FID 

 autosampler AOC-20i (Shimadzu, 	 R) 

�  Chromatografické podmínky:  

o Teplota injektoru: 260°C 

o Teplota FID: 260°C 

o Teplotní gradient: 140°C 5 min.,  

 4°C/min. do 190°C,  

 2°C/min. do 210°C  

 4°C/min. do 240°C  

o Pr� tok nosného plynu: 30 cm/s 

o Nást�ik: 1 
 l, mód split 1:50 

o Délka analýzy: 29 min. 

 

Identifikace pík�  byla provedena porovnáním se standardní sm� sí 37 

methyl ester�  MK zanalyzované p�i výše popsaných chromatografických 

podmínkách.  

 

Validace metody  

Vzhledem k aplikaci oficiální AOAC metody, která je prov�� ena, validována 

a zaru� uje správnost výsledk� , byla validace metody provedena ve zkrácené 

form� . Validace sestávala z: 

�  Testování vhodnosti systému  

- 5 nást�ik�  standardní sm� si 37 methyl ester�  MK 

- ur� ení po� tu teoretických pater a hodnoty HETP 

- rozlišení a asymetrie pík�  
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- opakovatelnost reten� ních � as�  a ploch pík�  vybraných MK 

(opakovatelnost nást�iku byla vyjád�ena jako relativní 

sm� rodatná odchylka (v %) z p� ti po sob�  následujících 

nást�ik�  standardní sm� si) 

�  Intra-denní opakovatelnosti metody  

- provedení p� ti analýz vzork�  standardního rybího oleje 

b� hem jednoho dne a vypo� tení relativní sm� rodatné 

odchylky hodnot reten� ních � as�  a ploch pík�  vybraných MK  

 

Analýza vzork �  rybího oleje v dopl � cích stravy  

Z ka�dého p �ípravku bylo vybráno 10 kapslí, jejich� tekutý obsa h byl 

p�eveden do uzavíratelné sklen� né nádobky a p�edstavoval vzorek rybího oleje ke 

zkoušení. Ka�dý vzorek byl analyzován t � ikrát a výsledná hodnota byla vypo� ítána 

jako pr� m� r ze t�í m�� ení. Zjišt� né výsledky byly porovnány s informacemi 

deklarovanými na obalech dopl� k�  stravy.  
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4.2.3 Výsledky a diskuse 

Analýza MK  

Standardní metoda stanovení mastných kyselin v olejích spo� ívá 

v p�evedení mastných kyselin na p�íslušné methylestery a jejich následné analýze 

plynovou chromatografií. Existuje n� kolik oficiálních metod, od lékopisných (	 eský 

lékopis – metoda uvedená v monografii Oleum Jecoris Aselli), p�es 	 eské národní 

a ISO normy, oficiální AOAC metody, a� po aplika � ní listy nap�. firmy Agilent 

Technologies. V rámci tohoto projektu byly vyzkoušeny všechny výše zmín� né 

metody a pro validaci a hodnocení vybraných p�ípravk�  byl zvolen postup 

vycházející z oficiální metody AOAC [66] s n� kterými úpravami, které spo� ívaly 

v pou�ití heptanu jako rozpoušt � dla, methylesteru kyseliny heptadekanové (C17:0) 

jako vnit�ního standardu a v p�esn� jším nastavení teplotního programu, které 

zajistilo kratší dobu analýzy p�i zachování dostate� ného rozlišení pík� . V AOAC 

metod�  je jako rozpoušt� dlo doporu� en isooctan, nicmén�  v literatu�e se � asto 

setkáme s pou�itím hexanu � i heptanu, v n� m� jsou methyl estery MK také velmi 

dob�e rozpustné. Jako IS byl doporu� en methyl ester kyseliny trikosanové (C23:0), 

kv� li vysoké cen�  však byl nahrazen výše zmín� ným methyl heptadekanoátem. 

Kyselina heptadekanová se také v rybím tuku p�irozen�  nevyskytuje a v literatu�e 

je � asto uvád� na jako vhodný vnit�ní standard pro hodnocení nenasycených 

mastných kyselin (viz kapitola 2.1.4). 

 

Validace  

Výsledky zkrácené validace jsou shrnuty v  

Tabulka 4. Pro vyhodnocení daných parametr�  byly vybrány v rybím oleji 

nejhojn� ji zastoupené mastné kyseliny – palmitová, palmitolejová, olejová, � - a � -

linolenová, EPA a DHA.  
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 Methyl estery vybraných mastných kyselin 

Zkrácený název C16:0 C16:1n7 C18:1n9c C18:3n6c C18:3n3c C20:5n3 C22:6 
Triviální název/ zkratka palmit. palmitol. olejová � -linolen. 	 -linolen. EPA DHA 
Supelco standard        
Po� et teoretických pater 265063 227549 391644 466610 401637 663112 837315 
HETP (mm) 0,0113 0,0132 0,0077 0,0064 0,0075 0,0045 0,0036 
Rozlišení 13,2 5,9 1,8 5,3 5,8 8,6 3,3 
Asymetrie 0,67 0,88 0,67 0,88 1,00 0,90 0,91 
Opakovatelnost (% RSD)        
- tR 1,59 1,60 1,61 1,64 1,71 1,98 1,93 
- A 4,68 4,95 5,90 4,37 4,64 4,02 4,77 
Standard rybího oleje        
Opakovatelnost metody         
- opakovatelnost tR (%) 1,92 1,89 1,87 1,82 1,88 2,15 2,05 
- opakovatelnost A (%) 2,07 2,00 2,36 2,48 2,09 2,23 2,46 
HETP = výškový ekvivalent teoretického patra 
RSD = relativní sm� rodatná odchylka (%) 
tR = reten� ní � as 
A = plocha 

 
Tabulka 4: Výsledky testu vhodnosti chromatografick ého systému zm �� eném na standardní 
sm� si 37 methyl ester �  MK a na standardu rybího oleje.  

 

Slo�ení vzork �  rybího oleje – procentuelní zastoupení mastných 

kyselin  

Toto�nost oleje obsa�eného v kapslích vybraných dop l� k�  stravy byla 

ov�� ena pomocí analýzy zastoupení jednotlivých mastných kyselin p�ítomných ve 

vzorku a srovnáním se standardem rybího oleje zakoupeným od firmy Supelco. 

Procentuelní obsah MK se vypo� ítá podle vzorce 

% (MK) = [AMK / (AT – AIS)] x 100, 

kde AMK vyjad�uje plochu píku odpovídající dané MK, AT  je sou� et ploch pík�  

všech identifikovaných mastných kyselin na chromatogramu a AIS je plocha píku 

vnit�ního standardu. Zjednodušen�  lze výpo� et vysv� tlit tak, �e všechny p �ítomné 

mastné kyseliny (krom�  IS) tvo�í 100% a obsah jednotlivých kyselin je vyjád�en 

jako procentuelní podíl.  

Zjišt� né slo�ení MK ve vzorcích rybího oleje znázor � uje Tabulka 5. Na 

základ�  srovnání testovaných olej�  a standardního rybího oleje lze konstatovat, �e 

ve všech komer� ních p�ípravcích je skute� n�  obsa�en rybí olej, nebo 
  

procentuelní zastoupení jednotlivých MK koresponduje se slo�ením standardního 

oleje. Pouze v p�ípad�  n� kterých kyselin, jako nap�. EPA, je mno�ství obsa�ené 

v dopl� cích stravy vyšší ne� u standardu, co� lze pravd � podobn�  vysv� tlit 
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rozdílným druhem mo�ské ryby, z ní� byl tuk izolován. Pro dopl � ky stravy je 

zám� rn�  pou�íván olej z ryb s maximálním p �irozeným obsahem 

vícenenasycených mastných kyselin (treska, makrela a tu� ák), zatímco standardní 

rybí olej pocházel ze sled� . Toto tvrzení lze také dolo�it vzájemným porovnání m 

slo�ení olej �  testovaných preparát� , které je u všech t�í p�ípravk�  prakticky 

shodné. Na základ�  prezentovaných výsledk�  analýz je také mo�né názorn �  

demonstrovat, �e rybí olej p �edstavuje velmi bohatý zdroj vícenenasycených 

mastných kyselin, nebo
  p�ibli�n �  40 % p�ítomných MK tvo�í práv�  � -3 PUFA.  

Pro vizuální posouzení toto�nosti rybího oleje a ta ké pro názornou 

p�edstavu komplexního zastoupení mastných kyselin jsou ní�e prezentovány i 

chromatografické záznamy analýz jednotlivých vzork�  (viz Obrázek 24 a Obrázek 

25). Na chromatogramech bylo identifikováno celkem 21 pík�  odpovídajících 

nejd� le�it � jším mastným kyselinám.  
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Testované dopl � ky stravy 

Mastné kyseliny  

Supelco 
standard 

rybího 
oleje 

HEMA GS MAX 
EPA MEDPHARMA 

Zkratka Triviální název Obsah kyselin (%) 
C8:0 kaprylová 0,00 0,19 0,05 0,00 
C10:0 kaprinová 0,00 0,20 0,05 0,00 
C12:0 laurová 0,00 0,12 0,14 0,12 
C14:0 myristová 7,25 6,88 7,05 6,95 
C14:1 myristolejová 0,00 0,12 0,00 0,03 
C15:0  0,59 0,49 0,57 0,49 
C16:0 palmitová 21,18 16,93 17,54 17,58 
C16:1n7 palmitolejová 10,09 8,28 8,25 8,70 
C17:1  0,25 0,00 0,00 0,00 
C16:4n1  0,76 2,31 2,01 2,29 
C18:0 stearová 3,78 3,37 3,40 3,43 
C18:1n9 cis  10,54 9,16 9,59 8,75 
C18:1n7  3,42 3,11 3,06 3,10 
C18:1n9+7cis  olejová 13,96 12,27 12,65 9,85 
C18:2n6 cis linolejová 1,37 1,26 1,44 1,27 
C18:3n6 cis � -linolenová 0,35 0,35 0,36 0,36 
C18:3n3 cis �  -linolenová 1,31 0,75 0,93 0,79 
C18:4n3  3,31 3,30 3,44 3,69 
C20:0 arachová 0,24 0,30 0,38 0,42 
C20:1n11  1,56 1,21 1,47 1,55 
C20:1n7  0,24 0,20 0,20 0,20 
C20:1n7+11  1,80 1,41 1,67 1,75 
C20:2n6  0,26 0,20 0,00 0,00 
C20:4n6 arachidonová 0,70 0,99 0,99 0,99 
C20:3n3  0,14 0,00 0,00 0,00 
C20:4n3  1,74 0,88 0,93 1,09 
C20:5n3 EPA 13,05 20,47 19,60 20,29 
C22:1n11+13  0,21 0,51 0,64 0,68 
C22:1n9 eruková 0,12 0,22 0,24 0,27 
C23:0  0,73 0,83 0,77 0,84 
C24:0 lignocerová 2,64 2,10 2,02 2,05 
C22:6 DHA 14,18 15,26 14,87 14,07 

Celkem � -3 PUFA 33,73 40,66 39,77 39,93 
 
Tabulka 5: Procentuelní zastoupení jednotlivých mas tných kyselin v hodnocených vzorcích 
rybího oleje – Supelco standard a testované prepará ty  
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Obrázek 24: Chromatografické záznamy analýzy standa rdu rybího oleje a p � ípravku HEMA 
Rybí tuk 
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Obrázek 25: Chromatografické záznamy analýz p � ípravk �  GS MAX EPA a MEDPHARMA Rybí 
olej 
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Obsah EPA a DHA ve vzorcích rybího oleje  

Absolutní obsah EPA a DHA v testovaných dopl� cích stravy je vyjád�en 

jako mno�ství látky v miligramech vzta�ené na 1 gra m oleje. Pro výpo� et slou�í 

rovnice 

1000
04,1

DHA)(EPA/  m ´
´´

´´
=

SIS

XISX

WA

CFWA
[mg/g], 

kde AX  vyjad�uje plochu píku EPA/ DHA, AIS je plocha píku vnit�ního standardu, 

CFX je teoretický korek� ní faktor FID (0,99 pro EPA, 0,97 pro DHA),  WIS  vyjad�uje 

mno�ství vnit �ního standardu p�idaného ke vzorku v mg, WS je navá�ka vzorku 

v mg a hodnota 1,04 p�edstavuje faktor pro vyjád�ení výsledku v mg MK na gram 

oleje (p�evod hodnoty odpovídající methyl ester� m).  

Zjišt� né hodnoty obsahu EPA a DHA v testovaných preparátech jsou 

shrnuty v Tabulka 6. U všech hodnocených dopl� k�  stravy byly nalezeny ni�ší 

hladiny EPA a DHA, ne� je deklarováno na krabi � kách.  

 

Mno�ství MK [mg/g oleje] 

HEMA Rybí tuk GS MAX EPA MEDPHARMA Rybí olej   

zjišt� né dekl. % dekl. zjišt� né dekl. % dekl. zjišt� né dekl. % 
dekl. 

EPA 130,70 154,00 85 140,97 180,00 78 146,77 180,00 82 
DHA 95,45 110,00 87 104,78 120,00 87 99,74 120,00 83 
dekl. = deklarované mno�ství  
% dekl. = procento deklarovaného mno�ství 
 
Tabulka 6: Hladiny EPA a DHA v rybím oleji z testov aných dopl � k�  stravy ve srovnání 
s hodnotami uvedenými na obalech výrobk �  

 

4.2.4 Záv� r 

Pro hodnocení obsahu MK v dopl� cích stravy s rybím olejem byla zvolena 

upravená oficiální AOAC metoda zahrnující esterifikaci MK a následnou GC 

analýzu p�íslušných methyl ester� . Na základ�  analýzy testovaných vzork�  byla 

ov�� ena toto�nost rybího oleje obsa�eného v p �ípravcích a sou� asn�  zjišt� ny 

hladiny dvou nejd� le�it � jších mastných kyselin – EPA a DHA. U všech 

hodnocených preparát�  se skute� né obsahy EPA a DHA pohybovaly v rozmezí 

78 - 87 % deklarace. 

� ešení prezentovaného projektu umo�nilo proniknout d o pom� rn�  široké 

problematiky analýzy mastných kyselin v komplexním vzorku p�írodního materiálu, 

kterým rybí olej bezpochyby je. A� koliv je oblast analýzy MK dob�e prostudovaná 
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a plynová chromatografie p�edstavuje metodu volby pro tuto aplikaci, nejedná se o 

jednoduché stanovení, ale naopak pom� rn�  slo�itý proces zahrnující n � kolik 

díl� ích krok� . Co� také potvrzuje fakt, �e analýza p �írodního materiálu v�dy 

vy�aduje pe � livý p�ístup a m� �e p �inést spoustu problém�  � i komplikací daných 

komplexitou p�írodního vzorku. Prezentovaná práce tvo�ila sou� ást projektu Fondu 

rozvoje vysokých škol zam�� eného na zavedení nové úlohy do praktických cvi� ení 

p�edm� tu Speciální instrumentální metody. Zvolené téma bylo vybráno s cílem 

p�edstavit student� m mo�nosti analýzy komplexního p �írodního materiálu. Práce 

nebyla dosud publikována, avšak výsledky byly prezentovány formou plakátového 

sd� lení na konferenci ISC (viz p�íloha 5.10). 

 � ešení prezentovaného projektu navazovalo na diplomovou práci, která 

byla vypracována v rámci programu Erasmus na Univerzit�  Porto v Portugalsku a 

v� novala se hodnocení obsahu sterol�  a mastných kyselin v olejích z vlašských a 

lískových o�ech�  pomocí plynové chromatografie. Výsledky diplomové práce byly 

publikovány v roce 2006 v � asopise European Food Reasearch and Technology 

(viz p�íloha 5.4). 
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4.3 Stanovení retinolu a 	 -tokoferolu 
v lidském séru metodou UPLC 

4.3.1 Úvod 

Zám� r této díl� í práce zahrnoval vývoj a validaci nové UPLC-UV metody 

pro stanovení retinolu a � -tokoferolu v lidském séru. Cílem bylo porovnání nové 

metody s ji� d �íve vyvinutými a v praxi pou�ívanými analytickými m etodami 

klasické HPLC vyu�ívající � ásticovou a monolitickou kolonu, a to prost�ednictvím 

vybraných parametr�  (doba analýzy, citlivost, spot�eba mobilní fáze, výsledky 

validace a finan� ní náklady). Vyhodnocení nejvhodn� jšího separa� ního systému 

z hlediska rychlosti, citlivosti, jednoduchosti a finan� ní náro� nosti umo� � uje 

nalezení optimálního analytického postupu pro rutinní analýzu velkého mno�ství 

vzork�  biologického materiálu. Projekt byl �ešen v rámci úzké spolupráce 

s Výzkumnou laborato�í gerontologické a metabolické kliniky Fakultní nemocnice 

Hradec Králové.  

 

4.3.2 Výsledky a diskuse 

Chromatografické podmínky  

Pomocí moderní techniky UPLC se poda�ilo vyvinout vhodnou metodu pro 

stanovení retinolu a � -tokoferolu v lidském séru. Optimální chromatografické 

podmínky byly následující: 

�  Kolona: UPLC Acquity BEH C18, 100 mm x 2,1 mm i.d., 1,7
 m 

�  Mobilní fáze: 100% methanol 

�  Pr� tok: 0,48 ml/min 

�  UV detekce: 325 nm (retinol), 290 nm (� -tokoferol) 

�  Celková doba analýzy: 2 min.  

 

Výše zmín� ná metoda byla porovnána se dv� ma HPLC metodami 

provád� nými také na reverzních C18 stacionárních fázích, avšak ve form�  

klasické kolony (velikost � ástic 5 µm) a monolitní kolony. V obou srovnávacích 

metodách byl jako mobilní fáze pou�it 100% methanol , avšak s odlišnými pr� toky 

– 1,5 ml/min u � ásticové kolony a 2,5 ml/min v p�ípad�  monolitu. Z hlediska 

spot�eby mobilní fáze tedy zcela nejekonomi� t� ji vychází UPLC systém.  
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Zatímco monolitní kolona umo� � uje díky vysokému pr� toku alespo�  rychlou 

analýzu stanovovaných vitamín�  (do 1,8 min), analýza provedená na � ásticové 

kolon�  trvá p�ibli�n �  6 minut, tedy zhruba trojnásobek. Zvýšení pr� toku u 

� ásticové kolony však není mo�né z d � vodu limitujících hodnot zp� tného tlaku. 

Proto ve sm� ru � asové úspory jednozna� n�  vít� zí pou�ití monolitní kolony, hned v 

záv� su však úsp� šn�  konkuruje UPLC. V rámci optimalizace UPLC metody byla 

vyzkoušena i 5 cm kolona, která p�inášela další zkrácení analýzy, avšak na úkor 

rozlišení a separace analyt�  od balastních látek, které i p�es zvládnutý extrak� ní 

proces jsou ve vzorku p�ítomny. Proto byla 10 cm UPLC kolona shledána jako 

optimální. 

P�i posouzení finan� ní náro� nosti popsaných metod je t�eba vzít v úvahu 

jednak spot�ebu MF, cenu kolony, ale také její �ivotnost. V tom to ohledu zajiš
uje 

nejekonomi� t� jší provoz práv�  vyu�ití UPLC systému. UPLC kolona zachovává 

shodné separa� ní vlastnosti i po cca 2200 analýzách, co� je výraz n�  delší 

�ivotnost ne� u � ásticové kolony (700 analýz), i u monolitní kolny (1800 analýz). 

Na druhou stranu v p�ípad�  zvá�ení po �izovací ceny chromatografické sestavy 

pat�í UPLC technika k t� m dra�ším, co� také hraje nezanedbatelnou roli.  

 

Validace  

Validace metod sestávala z: 

�  Testování vhodnosti systému 

�  Ur� ení p�esnosti (opakovatelnost reten� ních � as�  a ploch pík� ) 

�  Ur� ení správnosti (výt� �nost metody po p �idání standardního 

p�ídavku ke vzorku séra) 

�  Ov�� ení linearity 

�  Ur� ení limit�  detekce a kvantifikace  

Valida� ní parametry všech srovnávaných metod spl� ovaly interní 

po�adavky, avšak mezi jednotlivými chromatografický mi systémy je mo�né nalézt 

ur� ité rozdíly v p�esnosti, správnosti a citlivosti daných metod. Zatímco UPLC 

zajiš
uje nejp�esn� jší analýzy, jak vyplývá z minimálních hodnot relativních 

sm� rodatných odchylek opakovatelnosti ploch pík�  a reten� ních � as�  (do 0,6%), 

pou�ití monolitické kolony je naopak nejmén �  p�esné, nebo
  hodnota odchylek 

p�esahuje i 5%. Z hlediska správnosti však vít� zí práv�  monolitní stacionární fáze. 

Citlivost posuzovaných metod vyjád�ená limity detekce a kvantifikace není u 
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jednotlivých systém�  markantn�  rozdílná, v absolutních hodnotách se ale jeví jako 

nejcitliv� jší technika UPLC. 

 

4.3.3 Záv� r 

Vyvinutá UPLC metoda p�edstavuje vhodný analytický systém pro 

sledování hladin retinolu a � -tokoferolu v lidském séru. Ve srovnání s � ásticovou 

kolonou zajiš
uje rychlé, p�esné a citlivé analýzy p�i minimální spot�eb�  mobilní 

fáze, co� je výhodné p �edevším pro rutinní analýzu velkého po� tu vzork� . 

Monolitická kolona sice také p�ináší � asovou úsporu, avšak její pou�ití je spojeno 

s vysokou spot�ebou MF. Oba systémy však spl� ují veškeré po�adavky na v praxi 

uplatnitelnou analytickou metodu pro stanovení d� le�itých antioxida � ních vitamín�  

v séru. Bli�ší podrobnosti k této problematice jsou  uvedeny v p�íloze 5.5 

(publikace v � asopise Analytical and Bioanalytical Chemistry).  
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4.4 Separace kyseliny retinové, retinolu a 	 -, 

 - a � - tokoferolu pomocí UPLC-MS 

4.4.1 Úvod 

Hodnocení antioxida� ních vitamín�  A a E v séru onkologických pacient�  

slou�í ke sledování oxida � ního stresu v organismu, který je zp� soben nap�. 

drastickou protirakovinnou lé� bou. P�esto�e se v � tšinou sledují p�edevším hladiny 

retinolu a � -tokoferolu, které lze analyzovat pom� rn�  jednoduchou HPLC, 

eventueln�  UPLC metodou s UV detekcí (viz p�edchozí kapitola), v sou� asné 

dob�  se zvyšuje zájem léka��  o monitorování hladin i dalších látek ze skupiny 

t� chto vitamín� , p�edevším kyseliny retinové a � -, � - a � - tokoferol� . Sou� asné 

stanovení retinolu a kyseliny retinové, jejich� sep arace m� �e být problematická, 

stále p�edstavuje p�edm� t studia klinických analytických laborato�í. Podobn�  i 

nalezení vhodného zp� sobu separace jednotlivých tokoferol�  vychází ze 

stoupajícího zájmu o jejich rozdílné biologické a antioxida� ní vlastnosti a 

p�edstavuje d� le�itý nástroj pro mo�nost jejich citlivého hodnoce ní v biologickém 

materiálu. 

Z výše zmín� ného vyplývá i cíl tohoto projektu, který zahrnoval vývoj a 

validaci nové UPLC metody pro sou� asné stanovení retinolu, kyseliny retinové a 

� -, � - a � - tokoferolu v lidském séru s vyu�itím hmotnostn � -spektrometrické 

detekce. Rychlost analýzy a citlivost stanovení p�edstavovaly hlavní po�adavky na 

novou metodu.  

Zatímco chemická struktura � -, � - a � -tokoferolu se liší po� tem methylových 

skupin na chromanovém kruhu, � - a  � - tokoferoly jsou izomery lišící se pouze 

polohou methylových skupin, a jejich separace na C18 stacionárních fázích je 

prakticky nerealizovatelná. Vzhledem k tomu, �e sér ové hladiny � -tokoferolu jsou 

výrazn�  ni�ší ne� v p �ípad�  jeho polohového izomeru, zam�� ila jsem se pouze na 

analýzu � - tokoferolu. V séru lze pak tyto vitamíny stanovit jako sumární hodnotu 

obou látek.  

Vývoj jakékoliv analytické metody spo� ívá v optimalizaci podmínek na 

standardech stanovovaných látek a teprve poté je mo�né aplikovat vyvinutou 

metodu na reálný vzorek. 	 asto tento transfer ze standardu na vzorek vy�aduje  

upravení analytických podmínek vzhledem k r� zným vliv� m vyplývajícím 

z nestandardních vlastností reálných vzork� , a v p�ípad�  biologického materiálu to 
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platí dvojnásob. Postup práce na tomto úkolu sestával nejprve z optimalizace 

podmínek pro MS detekci standard�  daných látek a nalezení prost�edí, ve kterém 

jsou všechny látky uspokojiv�  ionizovány a poskytují dobrý signál. Poté byly 

optimalizovány podmínky pro UPLC separaci ve spojení s MS detekcí a vyvinutá 

metoda byla validována.  

 

4.4.2 Experimentální � ást 

Chemikálie  

�  Standardy: Retinol, Kyselina retinová (Sigma Aldrich, 	 R), 

Tocopherol set (� , � , �  a � -tokoferoly, Merck, 	 R) 

�  Methanol (� istota LC-MS), Kyselina mraven� í p.a. (Sigma Aldrich, 

	 R) 

�  Dusík pro MS (Linde, 	 R) 

�  Standardní roztoky:  

o zásobní roztoky retinolu a kyseliny retinové – c = 1000 
 mol/l, 

rozpušt� ní v methanolu, roztoky uchovávat v tmavém skle 

v mrazni� ce p�i -15°C 

o zásobní roztoky tokoferol�  – c = 500 
 mol/l, nejprve rozpustit 

v malém mno�ství hexanu a poté doplnit methanolem, 

uchovávat v tmavém skle v lednici p�i +4 °C 

o ze zásobních roztok�  byly �ed� ním p�ipraveny pracovní 

roztoky pro optimalizaci (c(retinol, kyselina retinová) = 0,4 


 mol/l; c(tokoferoly) = 1 
 mol/l) a kalibra� ní roztoky pro 

zm�� ení kalibra� ní k� ivky (kalibra� ní rozmezí viz kapitola 

Výsledky a diskuse) 

 

UPLC podmínky  

�  Kolona: Acquity BEH C18, 2,1 mm x 50 mm; 1,7 
 m (Waters, 	 R) 

�  Instrumentace:  kapalinový chromatograf Acquity UPLC s TUV 

detektorem (Waters, 	 R) 

�  Mobilní fáze: MeOH : 0,2% HCOOH 94:6 (v/v) 

�  Pr� tok MF: 0,38 ml/min. 

�  Délka analýzy: 3,5 min. 
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MS podmínky  

�  Instrumentace: hmotnostní spektrometr Micromass Quattro Micro 

API vybavený trojitým kvadrupólovým analyzátorem (Waters, 	 R) 

�  Ionizace: ESI+ 

�  Zml�ující a sušící plyn: N 2 

�  Kolizní plyn: Ar 

�  Podrobné podmínky MS detekce viz ní�e a v Tabulka 7 a Tabulka 8 

 

V rámci MS detekce byly optimalizovány podmínky pro dva detek� ní módy 

– SIM a SRM. Mód SIM (Single Ion Monitoring) umo� � uje sledování ur� itého iontu 

(charakterizovaného hodnotou m/z) v � ase. SIM mód vyplývá z prosté ionizace 

látky v iontovém zdroji a nevyu�ívá fragmentace ion t� , � ili lze provést i na p�ístroji, 

který je vybaven pouze jednoduchým kvadrupólem. U trojitého kvadrupólu je p�i 

m�� ení v módu SIM pou�it jeden kvadrupól jako hmotnost ní analyzátor a ve 

zbylých dvou dochází pouze k urychlení letících iont� . Naopak mód SRM (Single 

Reaction Monitoring) lze aplikovat p�i cílené fragmentaci vybraného iontu a slou�í 

ke sledování ur� ité fragmenta� ní reakce neboli p�echodu mate�ského iontu na iont 

dce�iný. MRM m�� ení je citliv� jší, nebo
  sledování ur� ité kolizní reakce je mnohem 

selektivn� jší ne� skenování vybrané molekulové hmoty. Záznam z m�� ení v t� chto 

módech má podobu chromatogramu – ka�dému analytu p �ísluší pík, jeho� plocha 

je p�ímo úm� rná jeho koncentraci.  

 

·  Mód SIM 

 

Sledované ionty:  

- retinol: MR isotop. = 286.23; sledování fragmentu [M–H2O]+ = m/z 269 (odšt� pení
 molekuly vody) 

- kys. retinová: MR isotop. = 300.21; sledování molekulového iontu [M+H]+ = 
 m/z 301 

- � -tokoferol: MR isotop. = 402.35; sledování molekulového iontu [M+H]+ = m/z 403 
- � -tokoferol: MR isotop. = 416.37; sledování molekulového iontu [M+H]+ = m/z 417 
- � -tokoferol: MR isotop. = 430.38; sledování molekulového iontu [M+H]+ = m/z 431 
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 Sledovaný 
iont (m/z) 

Cone 
voltage 

(kV) 

Capillary 
voltage 

(kV) 

Teplota 
zdroje 

(°C) 

Pr� tok 
N2 

(L/hod) 

Dwell 
time 
(sec) 

Reten� ní 
� as (min) 

retinol 269 25 0.7 0.79 
kyselina 
retinová 

301 20 0.6 0.79 

� -tokoferol 403 35 0.7 2.15 
� - tokoferol 417 40 0.7 2.61 
� - tokoferol  431 30 

3.5 400 600 

0.7 3.02 
 

Tabulka 7: Optimální podmínky MS detekce v módu SIM .  
Cone voltage = nap � tí na vstupním ku�elu, Capillary voltage = nap � tí na kapilá � e, Dwell time 
= délka jednoho skenu vybraného iontu 

 

·  Mód SRM 

 

 
Sledovaný 
p� echod 

(m/z) 

Cone 
voltage 

(kV) 

Capillary 
voltage 

Teplota 
zdroje 

(°C) 

Pr� tok 
N2 

(L/hod)  

Dwell 
time 
(sec) 

Collision 
voltage 

Cone 
gas 
flow 

(L/hod) 
retinol 269 �  193 15 0.7 25 
kyselina 
retinová 

301 �  123 10 0.6 15 

� -tokoferol 403 �  137 25 0.7 20 
� - tokoferol 417 �  151 25 0.7 30 
� - tokoferol  431 �  165 25 

3.5 400 600 

0.7 30 
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Tabulka 8: Optimální podmínky MS detekce v módu SRM .  
Cone voltage = nap � tí na vstupním ku�elu, Capillary voltage = nap � tí na kapilá � e, Dwell time 
= délka skenu vybraného p �echodu, Collision voltage = kolizní nap � tí, Cone gas flow = 
pr � tok dusíku kolem vstupního ku�ele, zabra � uje zne � išt � ní ku�ele a � asto zvyšuje signál 
detektoru  

 

Validace metody  

V rámci validace metody byly pro SIM i SRM hodnoceny tyto parametry: 

�  Opakovatelnost ploch pík�  a reten� ních � as�  (5 nást�ik�  standardní 

sm� si) 

�  Kalibra� ní k�ivka, korela� ní koeficient, lineární rozsah 

�  Limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) (Limit detekce vyjad�uje 

minimální detekovatelnou koncentraci analytu a byl ur� en 

experimentáln�  pomocí postupného �ed� ní roztoku standardu. LOD 

bývá také definován jako trojnásobek šumu m�� ení. Limit 

kvantifikace je poté vypo� ítán jako desetinásobek šumu pomocí 

zjišt� né hodnoty LOD (LOQ = 10 x LOD / 3). 
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4.4.3 Výsledky a diskuse 

Optimalizace podmínek MS detekce  

Prost�ednictvím p�ímého nást�iku pracovních roztok�  jednotlivých 

standard�  do hmotnostního spektrometru byla provedena optimalizace podmínek, 

která sestávala z testování r� zných rozpoušt� del a jejich sm� sí s t� kavými aditivy 

usnad� ujícími ionizaci analyt� . Za tímto ú� elem byl vyzkoušen methanol a 

acetonitril ve sm� si s HCOOH, CH3COOH, NH4OH, NH4
+CH3COO- a methyl-terc-

buthyletherem. Koncentrace aditiv ve sm� si s rozpoušt� dly le�ela v rozmezí 

0,001-0,05 % (v/v). Sou� asn�  byly lad� ny i podmínky p�ístroje:  

- Vyzkoušení ionizace elektorsprejem (ESI) a chemické ionizace za 

atmosférického tlaku (APCI) v kladném módu (sledování kladných 

iont� ) 

- Nap� tí na kapilá�e a vstupním ku�elu 

- Teplota zdroje 

- Pr� tok dusíku 

Intenzita signálu byla sledována pomocí „full scan“ m�� ení, kdy je 

prom�� ován rozsah zadané molekulové hmoty a výsledkem je hmotnostní 

spektrum analyzované látky. Navíc byla u ka�dého an alytu prom�� ena i dce�iná 

spektra, z nich� lze ur � it intenzivní fragment pro SRM m�� ení. Jako optimální 

podmínky byly stanoveny ty, které zajiš
ovaly stabilní signál a intenzivní odezvu. 

Pro ka�dý analyt tak byly zjišt � ny vhodné parametry m�� ení, avšak pro jejich 

spole� nou analýzu musel být nalezen kompromis, p�i kterém bylo mo�né všechny 

látky uspokojiv�  detekovat. Tímto kompromisem se zdála být ionizace ESI+ a 

sm� s methanolu a 0,1% HCOOH v pom� ru 95:5 (v/v), která byla pou�ita jako 

startovací mobilní fáze pro optimalizaci podmínek UPLC-MS. 

 

Optimalizace UPLC-MS podmínek  

P�esto�e lze pomocí p �ímého nást�iku vytipovat vhodné podmínky pro MS 

detekci analyzovaných látek, v okam�iku spojení sep ara� ní techniky 

s hmotnostním detektorem nastává druhý optimaliza� ní krok. Jednak je �ádoucí 

zajistit separaci látek pomocí kapalinové chromatografie, a jednak je nutné vyladit 

pr� tok mobilní fáze a znovu i její slo�ení, nebo 
  tyto faktory mají významný vliv na 

UPLC-MS analýzu. Stejn�  tak i ostatní technické parametry jako nap� tí v iontovém 
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zdroji, teplota, pr� tok dusíku atd. je nutné znovu optimalizovat v u�ší m rozmezí 

s pou�itím informací získaných z po � áte� ní optimalizace MS jako výchozích 

podmínek pro p�esné dolad� ní. Pro oba módy SIM a SRM musí být provedena 

optimalizace i následná validace zvláš
 , proto�e se v podstat �  jedná o dv�  

samostatné analytické metody. 

 

·  Mód SIM 

Optimalizované parametry:  

1. Pr� tok MF 

- MF MeOH : 0,1% HCOOH 95:5 (v/v) 

- rozmezí 0,38 – 0,48 ml/min 

- optimum 0,38 ml/min (ni�ší pr � toky výrazn�  prodlu�ovaly 

analýzu, co� bylo ne�ádoucí) 

2. Podíl HCOOH v MF  

- rozmezí 5-10% HCOOH 0,1%, pak zvýšena koncentrace 

HCOOH na 0,2% a sledování odezvy v rozmezí 4-6% 

HCOOH 0,2% 

- optimum MeOH : 0,2% HCOOH 94:6 (v/v) 

- zvyšováním podílu vodné fáze (aditiva) se sice zvyšuje i 

odezva, ale také se výrazn�  prodlu�uje � as analýzy. P�i 10% 

HCOOH 0,1% byla sice odezva nejvyšší, ale analýza trvala 

více ne� 8 minut 

3. Capillary voltage v rozmezí 2,5 - 4 kV, optimum 3,5 kV 

4. Teplota 300 - 450°C, optimum 400 °C 

5. Pr� tok dusíku 500 - 700 L/hod., optimum 600 L/hod 

6. Cone voltage – retinol + kyselina retinová – rozmezí 10 - 30 kV 

- tokoferoly – 30 - 50 kV, optimální hodnoty viz Tabulka 7 

 

Za výše zmín� ných optimálních podmínek bylo dosa�eno separace re tinolu 

a všech tokoferol�  a� na základní linii v � ase cca 3,2 min. Retinol a kyselinu 

retinovou nelze za t� chto podmínek separovat na kolon�  (ob�  látky eluují 

v toto�ném reten � ním � ase), avšak vyu�itím separa � ních mo�ností hmotnostního 

spektrometru je dosa�eno rozlišení pomocí sledování  rozdílných iont�  (iont 269 

pro retinol a 301 pro kyselinu retinovou). To znamená, �e b � hem jednoho 

okam�iku jsou v hmotnostním detektoru sledovány dva  r� zné ionty a získáme tak 
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dva samostatné záznamy. Vzorový záznam UPLC-MS analýzy standardní sm� si 

všech vitamín�  zm�� ený za optimálních podmínek v módu SIM je znázorn� n na 

Obrázek 26. 

 

 
 
Obrázek 26: Záznam z UPLC-MS analýzy standardní sm � si za optimálních podmínek v módu 
SIM. Koncentrace retinolu a kyseliny retinové = 0,4  � mol/l, tokoferol �  = 1 � mol/l.  

 

Validace: 

Výsledky validace UPLC-MS metody v módu SIM jsou shrnuty v Tabulka 9: 

Výsledky validace UPLC-MS metody v módu SIM. Kalibra� ní rozmezí byla zvolena 

podle pr� m� rných hladin vitamín�  v lidském séru, které � iní p�ibli�n �  20 
 mol/l (� - 

tokoferol), 3 
 mol/l (� - tokoferol), 0,3 – 1,3 
 mol/l (� - tokoferol), 0,7 – 2,8 
 mol/l 

(retinol) a 0,01 
 mol/l (kyselina retinová) [50].  
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SMES NEW 75A SIR of 1 Channel ES+ 
TIC

4.27e5
0.79

0.97

smes new 75 2: SIR of 1 Channel ES+ 
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1.22e6
0.78

0.40

smes new 75 3: SIR of 1 Channel ES+ 
TIC

2.03e5
2.14

smes new 75 4: SIR of 1 Channel ES+ 
TIC

6.03e5
2.61

smes new 75 5: SIR of 1 Channel ES+ 
TIC

5.95e5
3.05

3.40
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 Retinol Kys. 
retinová 

� - 
tokoferol 


 - 
tokoferol 

	 - 
tokoferol 

Opakovatelnost 
plochy (%RSD) 3,69 1,09 2,31 1,52 1,43 

Opakovatelnost 
ret. � asu (%RSD) 0,00 0,00 0,00 0,16 0,00 

Kalibra� ní  
rozmezí (
 mol/L) 0,05-4,05 0,05 – 2,00 0,02-5,00 0,03-5,00 0,27 – 

50,00 
Korela� ní 
koeficient  0,998 0,992 0,996 0,998 0,999 

LOD (
 mol/L) 0,02 0,004 0,01 0,02 0,005 
LOQ (
 mol/L) 0,07 0,013 0,03 0,07 0,017 

 

Tabulka 9: Výsledky validace UPLC-MS metody v módu SIM 
 

·  Mód SRM 

V druhém módu byly optimalizovány stejné parametry jako v p�ípad�  SIMu, 

jen dopln� né o kolizní nap� tí a „Cone gas flow“ (viz Tabulka 8). Podmínky UPLC 

separace byly zcela shodné, odlišný je pouze zp� sob detekce, kdy se v p�ípad�  

módu SRM sleduje kolize mate�ského na dce�iný iont. Vzorový záznam UPLC-MS 

analýzy standardní sm� si všech vitamín�  zm�� ený za optimálních podmínek 

v módu SRM je znázorn� n na Obrázek 27 a výsledky validace jsou shrnuty 

v Tabulka 10 . 

 

 Retinol Kys. 
retinová � -tokoferol 
 -tokoferol 	 -

tokoferol 
Opakovatelnost 
plochy (%RSD) 2,80 4,07 4,30 5,16 2,00 

Opakovatelnost 
ret. � asu (%RSD) 0,00 1,21 0,00 0,00 0,42 

Kalibra� ní  
rozmezí (
 mol/L) 0,05-4,05 0,05 – 2,00 0,02-5,00 0,03-5,00 0,27– 

50,00 
Korela� ní 
koeficient  0,999 0,994 0,998 0,995 0,994 

LOD (
 mol/L) 0,003 0,01 0,003 0,013 0,007 
LOQ (
 mol/L) 0,01 0,03 0,01 0,04 0,023 
LOD (HPLC-UV) 0,02 n.a. n.a. n.a. 0,1 
n.a. = hodnoty nejsou k dispozici 

 

Tabulka 10: Výsledky validace UPLC-MS metody v módu  SRM.  
V posledním �ádku jsou pro srovnání uvedeny hodnoty LOD dosa�ené  p� i pou�ití metody 
UPLC-UV.  
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Obrázek 27: Záznam z UPLC-MS analýzy standardní sm � si za optimálních podmínek v módu 
SRM. Koncentrace retinolu a kyseliny retinové = 0,4  � mol/l, tokoferol �  = 1 � mol/l. 

 

Srovnání SIM a SRM  

Na délku analýzy nemá výb� r m�� ícího módu �ádný vliv, v obou p �ípadech 

analýza trvá 3,5 minuty. Oba módy však lze srovnávat z pohledu valida� ních 

výsledk� . Co se tý� e p�esnosti nást�iku hodnocené jako opakovatelnost reten� ních 

� as� , jsou výsledky v obou p�ípadech perfektní, sm� rodatná odchylka 

nep�esahuje 0,5 % a ve v� tšin�  analýz byly reten� ní � asy analyt�  zcela shodné. 

Mírn�  rozdílné výsledky m� �eme pozorovat u opakovatelnosti plochy pík � . 

Z tohoto hlediska se jeví mód SRM jako mén�  p�esný, avšak hodnota RSD u 

všech látek krom�  � -tokoferolu nep�ekra� uje 5 %. Co se tý� e citlivosti vyjád�ené 

jako LOD, lze konstatovat, �e ob �  metody jsou také srovnatelné, mód SRM 

poskytuje jen velmi mírn�  ni�ší detek � ní limity. V p�ípad�  aplikace metody na 

biologický materiál by však vyu�ití kolize mohlo zv ýšit citlivost stanovení, proto�e 

by se tak mohly odstranit interferující ne� istoty. 
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Analýza biologického materiálu  

P�i m�� ení reálných vzork�  séra, které byly p�ed analýzou vhodn�  upraveny 

pomocí LLE ve Výzkumné laborato�i gerontologické a metabolické kliniky Fakultní 

nemocnice Hradec Králové, se povedlo detekovat retinol a všechny druhy 

tokoferol� . Bohu�el nebylo mo�né identifikovat pík kyseliny r etinové, z � eho� 

vyplývá pot�eba upravení extrak� ní metody se zam�� ením na extrakci této látky. 

P�i opakovaném m�� ení vzork�  a také p�i hodnocení správnosti metody pomocí 

standardního p�ídavku ke vzork� m séra se však vyskytly problémy projevující se 

postupn�  klesající odezvou detektoru, a proto nebylo mo�né výt� �nost vyhodnotit. 

Narazili jsme zde z�ejm�  na problém iontové suprese, která p�edstavuje jeden 

z hlavních problém�  vyu�ití hmotnostní spektrometrie v klinických labo rato�ích. 

P�íklad UPLC-MS analýzy séra v obou módech je znázorn� n na Obrázek 28. 

Iontová suprese je zp� sobena p�ítomností net� kavých � i mén�  t� kavých 

látek, které m� ní ú� innost vzniku kapi� ek a jejich odpa�ování, co� významn �  

ovliv� uje po� et nabitých iont� , které dorazí a� k detektoru. Na iontové supresi s e 

podílí r� zné vlivy z matrice, nej� ast� ji soli, endogenní látky, lé� iva � i jejich 

metabolity. Navíc je prokázáno, �e práv �  ionizace elektrosprejem je k iontové 

supresi náchyln� jší a také, �e molekuly o vyšší molekulové hmotnost i mohou 

potla� ovat signál menších molekul. Polární analyty jsou obecn�  iontovou supresí 

více ovlivn� ny.  [105] 

V rámci pokra� ujících experiment�  je proto nezbytné vzít jev iontové 

suprese v úvahu a zam�� it se na jeho potla� ení nap�íklad úpravou extrak� ních 

postup� , pou�itím vnit �ního standardu � i zm� nou chromatografických podmínek.  

 

Návrhy na další experimenty: 

·  Optimalizace extrak� ního postupu 

·  Pokusit se o separaci retinolu a kyseliny retinové ji� na kolon �  

úpravou slo�ení mobilní fáze � i pou�itím jiné fáze stacionární, i za 

cenu delší analýzy – mo�né dosa�ení citliv � jší a selektivn� jší 

analýzy 

·  Nalezení vhodného vnit�ního standardu 

·  Ov�� ení správnosti metody na vzorcích séra 

·  Revalidace metody  
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4.4.4 Záv� r 

Pro separaci retinolu, kyseliny retinové a � -, � -, a � - tokoferolu byla vyvinuta 

nová a rychlá UPLC metoda s hmotnostn� -spektrometrickou detekcí v módech 

SIM a SRM. Validace metody byla provedena zatím jen s pou�itím standard � .  

Aplikace UPLC-MS metody na biologický materiál p�inesla ne� ekané problémy se 

správností (výt� �ností) vyplývající ze zkreslení výsledk �  daných p�ítomností 

rušivých látek ve vzorku upraveného séra. Jedná se pravd� podobn�  o vliv iontové 

suprese, která m� �e zp � sobovat zm� nu signálu MS detektoru a tím zkreslovat 

výsledky analýzy. Tato problematika však ji� p �esahuje rámec této diserta� ní 

práce, nebo
  vzniklé potí�e z � asových d� vod�  nebylo mo�né odstranit a aplikace 

vyvinuté UPLC-MS metody na biologický materiál nyní p�edstavuje úkol pro 

„slu�ebn �  mladší“ studenty doktorského studia na Kated�e analytické chemie. 

Sou� ástí diskuse jsou proto i r� zné návrhy a nápady na sm�� ování dalších 

experiment�  v návaznosti na doposud dosa�ené výsledky. 

Vy�ešení vzniklých potí�í zp � sobených komplexitou biologické matrice a 

získání tak citlivé a rychlé metody pro analýzu d� le�itých antioxida � ních vitamín�  

v séru by p�ineslo nový ú� inný analytický nástroj pro klinický monitoring daných 

látek nap�. v rámci léka�ského výzkumu. 

Dosavadní výsledky byly prezentovány formou plakátového sd� lení na 

konferenci RDPA (viz p�íloha 5.13). 
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Obrázek 28: P � íklady analýzy vzorku séra metodou UPLC-MS v módu S IM (naho �e) a SRM 
(dole) 
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4.5 Stanovení gentisinu, isogentisinu a 
amarogentinu v ho � ci �lutém pomocí 
kapilární elektroforézy 

4.5.1 Úvod 

B� hem studijní stá�e na Farmaceutickém institutu Univ erzity Innsbruck, 

Kated�e farmakognosie, jsem se v� novala vývoji CE metody pro stanovení 

obsahových látek ko�ene ho�ce �lutého ( Gentiana lutea), konkrétn�  ho�kého 

sekoiridoidu amarogentinu a dvou xanthon�  – gentisinu a isogentisinu, které jsou 

navzájem polohovými izomery. Vzhledem ke komplexnímu slo�ení ho �cového 

extraktu bylo hlavním úkolem nalézt optimální CE podmínky pro separaci, 

identifikaci a kvantifikaci vybraných slou� enin. Experimenty zahrnovaly testování 

r� zných pufrovacích roztok�  v ur� itém rozmezí pH, pou�ití micelárních systém � , 

p�ídavek organických modifikátor�  a vyzkoušení r� zných druh�  cyklodextrin�  pro 

chirální separci gentisinu a isogentisinu. V rámci optimalizace byl sledován vliv 

teploty, koncentrace a pH pufru, koncentrace cyklodextrin�  a vlnová délka pro 

p�ímou UV detekci. Sou� ástí projektu byla i validace vyvinuté metody v rozsahu 

ov�� ení linearity, citlivosti, p�esnosti a správnosti, a fináln�  byla metoda aplikována 

na analýzu n� kolika komer� n�  dostupných vzork�  ho�cového ko�ene. Shodou 

okolností v� decký tým zmín� ného pracovišt�  nedávno vyvinul novou HPLC-MS 

metodu pro stanovení všech obsahových látek ho�ce [83], která proto poslou�ila 

ke srovnání obou metod z r� zných hledisek.  

 

4.5.2 Výsledky a diskuse 

Podmínky CE analýzy  

�  Kapilára: k�emenná kapilára pota�ená polyimidovou vrstvou, 50 
 m 

i.d. x 60 cm efektivní délka (Polymicro Technologies, Phoenix, USA) 

�  Pufr: 100 mM Na2B4O7, pH = 9,3 + 10 mM � -cyklodextrin 

�  Nap� tí: 25 kV 

�  Teplota: 30°C 

�  Nást�ik: hydrodynamicky, 50 mBa, 5 sec. 

�  Detekce: DAD, gentisin, isogentisin – 260 nm, amarogentin – 

242 nm 
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Všechny analyzované slou� eniny jsou elektroneutrální látky s hodnotami 

pKa kolem 7 a slab�  kyselým charakterem daném p�ítomností hydroxylových 

skupin na aromatických jádrech. Gentisin a isogentisin jsou vzhledem k jejich 

polohové izomerii v elektrolytovém systému zcela shodn�  nabity, a proto lze CE 

separace dosáhnout bu�  p�ídavkem chirálního modifikátoru (cyklodextrin) a nebo 

vytvo�ením micel v rámci micelární elektrokinetické chromatografie (MEKC). 

B� hem optimalizace metody byly vyzkoušeny ob�  zmín� né varianty. P�i MEKC 

s pou�itím standardní sm � si bylo dosa�eno dobrého rozlišení, které se avšak p�i 

analýze ho�cového extraktu výrazn�  zhoršilo z d� vodu smývání pík�  

stanovovaných látek s jinými interferujícími látkami v extraktu. Proto se jako 

vhodn� jší ukázalo vyu�ití � -cyklodextrinu, které zajiš
ovalo úsp� šnou separaci 

obou látek jak ve standardu, tak v extraktu.  

Na dobu analýzy, rozlišení a tvar pík�  m� la také výrazný vliv koncentrace 

pufru a jeho pH. S rostoucí molaritou tetraboritanového tlumivého roztoku 

v rozmezí 25 – 125 mM se sice prodlu�ovala délka st anovení, avšak rozlišení 

cílových analyt�  od ostatních látek v rostlinném materiálu se zlepšovalo, proto byla 

jako ideální zvolena 100 mM koncentrace. Výsledný generovaný proud byl za 

t� chto podmínek pom� rn�  vysoký (p�ibli�n �  115 
 A), avšak nezp� soboval 

nestabilitu systému ani problémy se vznikem Joulova tepla.  

 

Validace  

Linearita pou�ité metody byla ov �� ena v širokém koncentra� ním rozsahu 

(p�ibli�n �  2 – 100 
 g/ml pro gentisin a isogentisin a 3 – 180 
 g/ml pro 

amarogentin) s korela� ními koeficienty 0,9988 – 0,9994. Citlivost metody 

vyjád�ená hodnotami LOQ se pohybovala v rozmezí 2,3 
 g/ml (gentisin) – 4,1 


 g/ml (amarogentin). Správnost hodnocená metodou standardního p�ídavku na 

t�ech koncentra� ních úrovních a vyjád�ená jako výt� �nost se nacházela 

v p�ijatelném rozmezí 95 – 105 %. P�esnost metody a nást�iku byla hodnocena 

v rámci jednoho dne (intra-denní) a t�í dní (inter-denní) a krom�  jedné výjimky 

nep�esáhla relativní sm� rodatné odchylka hodnotu 5%.  
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Analýza komer � ních vzork �  G. lutea  

P� t vzork�  mleté drogy bylo extrahováno methanolem v ultrazvukové lázni 

a p�ipravený extrakt byl analyzován vyvinutou CE metodou. Ve všech vzorcích 

obsah isogentisinu p�eva�oval nad gentisinem. Koncentrace amarogentinu b yla 

oproti xanthon� m výrazn�  ni�ší, u dvou vzork �  dokonce nedosahovala ani LOQ, a 

proto nemohla být kvantifikována.  

 

Porovnání s HPLC  

Rozdílný chemický charakter obsahových látek a/ � i jejich strukturní 

podobnost p�edstavují velkou výzvu pro analytika stojícího p�ed úkolem nalézt 

optimální metodu pro analýzu ho�cového extraktu. A� koliv se v HPLC metod�  [83], 

která se nabízí ke srovnávání, poda�ilo separovat všechny obsa�ené slou � eniny, 

kapilární elektroforéza p�ináší také svá pozitiva. Krom�  obecn�  známé a pozitivní 

malé spot�eb�  rozpoušt� del CE umo� � uje nápadn�  lepší separaci gentisinu a 

isogentisinu, navíc ve více ne� polovi � ním reten� ním � ase (HPLC analýza trvala 

30 min.). Naopak CE nem� �e konkurovat v dosa�ené citlivosti, která je u HPL C a� 

o dva �ády ni�ší. Zodpov � dn�  však lze konstatovat, �e ob �  metody poskytují 

správné a p�esné výsledky, nebo
  zjišt� né hladiny sledovaných analyt�  byly 

v rámci sm� rodatné odchylky srovnatelné. 

 

4.5.3 Záv� r 

Pro analýzu t� í farmakologicky zajímavých látek obsa�ených v ko �enu ho�ce 

�lutého byla vyvinuta a validována nová CE metoda, která sou� asn�  poslou�ila i 

k hodnocení obsahu cílových látek v reálných vzorcích drogy. Celková doba CE 

analýzy � inila 11 minut. Na základ�  srovnání pou�ité CE metody s HPLC 

technikou byla vyzdvi�ena výrazn �  lepší separace gentisinu a isogentisinu, a také 

rychlost analýzy dosa�ená p �i pou�ití CE. Kapilární elektroforéza tak m � �e být pro 

danou aplikaci právem pova�ována za plnohodnotnou a lternativu k HPLC.  

Bli�ší podrobnosti k této problematice jsou uvedeny  v p�íloze 5.6 – 

publikace vyvinuté metody v � asopise Journal of Separation Science). 
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6 Shrnutí 

P�edlo�ená diserta � ní práce se v� nuje širokému tématu analýzy vybraných 

p�írodních látek pomocí moderních separa� ních metod, které je prezentováno 

z n� kolika r� zných pohled� .  

První pohled zahrnuje teoretické informace o studovaných p�írodních 

látkách, zastoupených hlavn�  antioxidanty. Nejprve je pojednáno o vzniku volných 

radikál�  a oxida� ního stresu v organismu, následn�  jsou nastín� ny funkce 

antioxidant�  a mo�nosti antioxida � ní terapie. Ve skupin�  p�írodních látek 

s antioxida� ní aktivitou, které byly v rámci diserta� ní práce analyticky hodnoceny, 

jsou postupn�  charakterizovány biologické a fyzikáln� -chemické vlastnosti 

fenolických kyselin, vitamín�  A a E a vícenenasycených mastných kyselin. 

Sou� asn�  jsou u ka�dé skupiny látek shrnuty mo�nosti analyt ického postupu pro 

jejich stanovení v r� zných matricích. Analyty, které vybo� ují ze za�azení mezi 

antioxidanty, jsou obsahové látky ho�ce �lutého. Jejich farmakologické ú � inky, 

praktické vyu�ití v terapii a také zp � soby analytického hodnocení jsou pojednány 

v poslední kapitole teoretické � ásti v� nované studovaným látkám. 

Na problematiku analýzy t� chto látek je mo�no také nahlí�et z druhého 

pohledu – skrze p�edstavení pou�itých separa � ních technik a shrnutí jejich 

základních princip� . Teoretická � ást v� novaná moderním separa� ním metodám 

obsahuje d� le�ité informace o plynové chromatografii, spojení SPME-GC, Ultra 

ú� inné kapalinové chromatografii, hmotnostní spektrometrii a kapilární 

elektroforéze.  

T�etí hledisko se týká ji� vlastní experimentální prá ce a díl� ích úkol�  

v� nujících se analýze vybraných látek. Jako první je prezentován projekt 

zabývající se analýzou fenolických kyselin ve form�  chloroformiátových derivát�  

pomocí SPME-GC. Vyvinutá metoda byla publikována v � asopise Analytica 

Chimica Acta a plný text � lánku je uveden v kapitole 5.3 (P�íloha 1).  

V další � ásti je plynová chromatografie vyu�ita pro stanoven í obsahu 

mastných kyselin v dopl� cích stravy – �elatinových kapslích s rybím olejem.  

Výsledky byly prezentovány formou plakátového sd� lení, které je uvedeno 

v kapitole 5.10 (P�íloha 8). Tento projekt tématicky navazoval na diplomovou práci, 

která se týkala GC analýzy sterol�  a mastných kyselin v olejích z vlašských a 

lískových o�ech� , a její� výsledky byly publikovány v � asopise European Food and 

Research Technology (kapitola 5.4, P�íloha 2).  
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Kapalinová chromatografie, konkrétn�  moderní technika UPLC byla vyu�ita 

pro následující úkol – vývoj a validaci metody pro stanovení vitamínu A (retinolu) a 

E (� -tokoferolu) v lidském séru. Vyvinutá metoda byla porovnána s postupy 

vyu�ívající klasickou HPLC s � ásticovou a monolitní kolonou v publikaci v 

� asopise Analytical and Bioanalytical Chemistry, která je uvedena v kapitole 5.4 

(P�íloha 2). Rozší�ení spektra hodnocených vitamín�  o kyselinu retinovou a � - a � - 

tokoferol bylo p�edm� tem dalšího experimentu, který spo� íval v separaci t� chto 

p� ti látek pomocí UPLC ve spojení s hmotnostn� -spektrometrickou detekcí. 

Dosa�ené výsledky byly prezentovány ve dvou plakáto vých sd� leních, které jsou 

k nahlédnutí v kapitolách 5.11 a 5.13 (P�ílohy 9 a 11). 

Poslední �ešené téma zahrnuje stanovení gentisinu, isogentisinu a 

amarogentinu v ho�ci �lutém pomocí kapilární elektroforézy. Této prob lematice 

jsem se v� novala na studijní stá�i na univerzit �  v Innsbrucku a výsledkem je 

publikovaný � lánek v � asopise Journal of Separation Science, jeho� plný t ext je 

uveden v kapitole 5.6 (P�íloha 4). 
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7 Summary 

The presented dissertation thesis deals with an extensive topic of natural 

compounds analysis by the means of modern separation techniques described 

from different points of view.  

Firstly, theoretical information about studied natural compounds (mainly 

antioxidants) has been summarized including characterization of the mechanism 

of free radicals formation and development of oxidative stress in human organism. 

Furthermore, the function of antioxidants and key roles of antioxidant therapy have 

also been discussed. Within the analyzed antioxidants, biological and 

physicochemical properties of phenolic acids, vitamins A and E and 

polyunsaturated fatty acids are described. Concurrently, known and published 

analytical procedures applied on each group of compounds are summarized. 

Besides antioxidants, content substances of yellow gentian (dried roots of 

Gentiana lutea) have been analyzed. Information about gentian pharmacological 

action, its practical utilization in therapy and ways of analytical determination 

represents the last chapter of theoretical part dealing with the studied compounds. 

 The second point of view comprises characterization of individual 

separation techniques used in the thesis. Basic principles of gas chromatography 

(GC), solid phase microextraction connected to GC (SPME-GC), Ultra 

performance liquid chromatography (UPLC), mass spectrometry (MS) and 

capillary electrophoresis (CE) are summarized in the second part of thesis theory. 

Third point of view includes experimental work and particular projects 

dealing with the analysis of studied compounds. Analysis of chloroformate 

derivatives of phenolic acids by the means of SPME-GC is firstly presented. 

Developed method was published in Analytica Chimica Acta magazine, the full text 

is listed in Chapter 5.3. Furthermore, gas chromatography was utilized for 

determination of fatty acids in nutraceuticals containing encapsulated fish oil. 

Results were presented in a form of a poster that is stated in Chapter 5.10. 

  UPLC, a modern representative of liquid chromatography, was used for 

development and validation of a novel method for simultaneous determination of 

vitamin A (retinol) and vitamin E (� -tocopherol) in human serum. The developed 

assay was compared with an HPLC method using particulate and monolithic 

columns within a publication in Analytical and Bioanalytical Chemistry magazine 

(See Chapter 5.4). Another experiment comprised UPLC-MS separation of more 
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complex mixture of vitamins A and E containing retinol, retinoic acid, � -, � - and � -

tocopherol. The achieved results were presented as two posters that are also 

stated in Chapters 5.11and 5.13. 

The last topic comprised determination of gentisin, isogentisin and 

amarogentin in yellow gentian by capillary electrophoresis. This project was 

studied during a study stage at the University of Innsbruck. As a result a short 

communication was published in the Journal of Separation Science. The full text is 

listed in Chapter 5.6. 
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8 Záv� r 

P�irozená touha � lov� ka po poznání p�inesla a stále p�ináší nové objevy a 

poznatky, které odhalují taje a zákonitosti p�írody. Díky obrovskému pokroku 

v oblasti analytické chemie a jeho vyu�ití v analýz e p�írodních látek se poda�ilo 

identifikovat a kvantifikovat obsahové látky rostlin tak, �e dnes u v � tšiny rostlin 

známe jejich slo�ení a ú � inky na lidský organismus. Analytická chemie však 

nalézá nezastupitelné vyu�ití také v oblasti léka �ství, kde pomocí vhodn�  zvolené 

metody umo� � uje monitorovat hladiny r� zných látek a
  ji� p �írodního (p�irozené 

p� sobky metabolismu, hormony, vitamíny, ionty atd.) � i chemického p� vodu 

(lé� iva a jejich metabolity) v biologických vzorcích. Podobn�  jsou analytické 

metody nezbytnou sou� ástí procesu kontroly lé� iv, potravních dopl� k�  � i potravin, 

aby byla garantována jejich jakost a bezpe� nost pro � lov� ka. S analytickou chemií 

se tedy setkáváme prakticky na ka�dém kroku. P �esto�e ji� bylo mnohé objeveno 

a objasn� no, pot�eba vyvíjet nové analytické metody pro rozmanité ú� ely je stále 

aktuální. O analýze p�írodních látek, p�edevším t� ch s antioxida� ní aktivitou, to 

mo�ná platí dvojnásob. 

Studium antioxidant�  p�edstavuje sou� asný trend, který vyplývá 

z léka�ských poznatk�  odhalujících velký význam t� chto látek v etiologii 

civiliza� ních onemocn� ní � i v procesech stárnutí lidského organismu. Analýza 

látek s antioxida� ní aktivitou tedy p�ináší d� le�ité informace o jejich funkci a 

vlastnostech skrze sledování hladin jak v p�írodním, tak v biologickém materiálu. 

Volba analytické techniky závisí jednak na fyzikáln� -chemických vlastnostech 

analytu, ale významn�  také na charakteru matrice, ve které je analyt stanovován. 

V dnešní dob�  bývá u mnoha aplikací metodou volby vysokoú� inná kapalinová 

chromatografie, nebo
  se jedná o pom� rn�  univerzální, p�esnou a citlivou metodu, 

která p�i nalezení optimálních chromatografických podmínek umo� � uje separaci a 

kvantifikaci slo�itých sm � sí látek.  

N� které analyty však bývají tradi� n�  hodnoceny plynovou chromatografií a 

tento ustálený zp� sob je zakotven i v závazných p�edpisech (normách, 

lékopisných metodách apod.). P�íkladem m� �e být analýza mastných kyselin � i 

lékopisné stanovení � -tokoferolu pomocí GC. Nevýhodou plynové chromatografie 

je nutnost p�evedení net� kavých hodnocených látek na t� kavé deriváty, co� � asto 

znep�íjem� uje analytický postup. Derivatizace však m� �e p �inášet i jistou výhodu 
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spo� ívající nap�íklad ve vyizolování cílových látek z matrice pomocí specifické 

derivatiza� ní reakce. 

  Nové a moderní technologie vyvíjené sv� tovými výrobci analytické 

techniky se p�edhán� jí v ú� innosti separace, rychlosti a citlivosti stanovení a také 

v jednoduchosti ovládání p�ístroje pomocí dokonalého softwaru. Velký rozvoj 

m� �eme pozorovat nap �íklad v oblasti kapalinové chromatografie. Nové 

stacionární fáze, miniaturizace a pou�ití odoln � jších materiál�  ve spojení s HPLC 

instrumentací daly vznik nové metod�  Ultraú� inné kapalinové chromatografie 

p�edstavené v roce 2004. Pou�ití UPLC umo� � uje n� kolikanásobné zvýšení 

rychlosti a citlivosti analýzy a rovn� � sní�ení spot �eby rozpoušt� del, co� je 

prosp� šné jak z ekonomického tak z ekologického hlediska.  

Vedle kapalinové chromatografie podléhá v posledních letech velkému 

technickému rozvoji také kapilární elektroforéza. CE se sice stále �adí 

k alternativním separa� ním analytickým technikám, ale postupn�  si mezi nimi 

buduje svoji d� le�itou pozici. Mezi nesporné výhody CE pat �í velmi nízká spot�eba 

rozpoušt� del, jednoduchost provedení a pom� rn�  snadná optimalizace podmínek. 

Práv�  pro tato pozitiva si kapilární elektroforéza ji� n ašla uplatn� ní nejen na poli 

analýzy p�írodních látek.  

Všechny výše zmín� né metody p�edstavují pevné pilí�e moderní analytické 

chemie. Na široké škále strukturn�  rozmanitých látek (vesm� s s antioxida� ní 

aktivitou) byla znázorn� na variabilita vyu�ití t � chto metod pro separaci a 

kvantifikaci studovaných látek v r� zných matricích. P�esto�e pro v � tšinu 

stanovovaných látek existuje tzv. metoda volby, která slou�í k jejich b � �nému 

hodnocení, je p�edlo�ená práce d � kazem toho, �e i zdánliv �  netradi� ní p�ístup 

m� �e vést k úsp � šným a prakticky vyu�itelným výsledk � m. 
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