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Abstrakt 

 

Tato bakalářská práce se zabývá nalezením optimálních podmínek pro stanovení 

tryptofanu pomocí metody HPLC s UV detekcí. Množství tryptofanu bylo stanovováno 

ve dvou potravinových doplňcích. Pro nalezení vhodných podmínek pro stanovení 

tryptofanu byl sledován vliv složení mobilní fáze na retenci analytu a symetrii píku, a to 

ve dvou různých módech vysokoúčinné kapalinové chromatografie – reverzním módu 

za použití kolony Atlantis dC18 a mix-módu za použití kolony Atlantis PREMIER BEH 

C18 AX. Konkrétně byl testován vliv typu a množství organického modifikátoru 

(acetonitril/methanol), vliv pH pufru octanu amonného (4,7; 5,9; 7,0) a jeho 

koncentrace (5mM/10mM) v mobilní fázi. Na základě získaných dat byly vybrány 

nejvhodnější podmínky (z hlediska doby analýzy a symetrie píku), ve kterých byly 

určeny vybrané validační parametry jako opakovatelnost, reprodukovatelnost,          

limit detekce a limit kvantifikace. Vybrané chromatografické podmínky byly 

následující: mix-mód kolona Atlantis PREMIER BEH C18 AX, mobilní fáze 

acetonitril/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v), separační teplota 25 °C, průtok 

mobilní fáze 1 ml/min a detekce při vlnové délce 254 nm. V těchto podmínkách bylo 

provedeno stanovení obsahu tryptofanu v potravinových doplňcích metodou kalibrační 

křivky a metodou přídavku standardu. Uvedený obsah tryptofanu v obou potravinových 

doplňcích byl 200 mg. Metodou kalibrační křivky byl obsah tryptofanu v potravinovém 

doplňku 1 stanoven na 197,8 ± 0,2 mg a v potravinovém doplňku 2                                    

na 197,2 ± 0,9 mg. Metodou přídavku standardu byl obsah tryptofanu ve vzorku 1 

stanoven na 203 ± 4 mg a ve vzorku 2 na 202 ± 2 mg.  
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Abstract  

 

This bachelor’s thesis deals with optimalization of chromatographic conditions                        

for determination of tryptophan by HPLC method with UV detection. The amount              

of tryptophan has been determined in two food supplements. To find suitable conditions               

for the determination of tryptophan, the influence of the composition of the mobile 

phase on analyte retention and peak symmetry was tested in two different 

chromatographic modes – reversed-phase mode using the Atlantis dC18 column          

and mixed-mode using the Atlantis PREMIER BEH C18 AX column. Specifically,       

the effect of the type and amount of organic modifier (acetonitrile/methanol),              

the effect of the pH of the ammonium acetate buffer (4,7;5,9;7,0) and its concentration 

(5mM/10mM) in the mobile phase was tested. Based on the obtained data, the optimal 

chromatographic conditions were selected (in terms of analysis time and peak 

symmetry). In the optimized conditions selected validation parameters                          

such as repeatability, reproducibility, limits of detection and quantification were 

determined. The optimized conditions were as follows: mixed-mode Atlantis PREMIER 

BEH C18 AX column, mobile phase acetonitrile/5mM ammonium acetate, pH 7,0   

10/90 (v/v), separation temperature 25 °C, flow rate 1 ml/min and UV detection             

at 254 nm. Under these conditions, the tryptophan content in food supplements          

was determined by the calibration curve method and the standard addition method. The 

declared tryptophan content in both food supplements was 200 mg. 

Using the calibration method, the tryptophan content in sample 1 was determined         

as 197,8 ± 0,2 mg and in sample 2 as 197,2 ± 0,9 mg. By the standard addition method,    

the tryptophan content in sample 1 was determined as 203 ± 4 mg and in sample 2        

as 202 ± 2 mg. 

 

 

Key words 

 

L-tryptophan, HPLC, food supplement, mixed-mode chromatography, validation 

parameters 
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Seznam použitých zkratek a symbolů 

 

A plocha píku  

ACN  acetonitril 

AU „absorbance units“ 

BEH  „bridged ethylene hybrid“¨ 

c  molární koncentrace  

cm   hmotnostní koncentrace  

C18   oktadecylová skupina 

HILIC   hydrofilní interakční kapalinová chromatografie 

HPLC   vysokoúčinná kapalinová chromatografie  

k retenční faktor 

LOD  limit detekce (mez detekce) 

LOQ  limit kvantifikace (mez stanovitelnosti) 

MetOH methanol  

MF mobilní fáze 

S faktor symetrie 

SF stacionární fáze 

SAX  silný měnič aniontů 

SCX  silný měnič kationtů 

tM  mrtvý čas 

tR  retenční čas 

UV-VIS  ultrafialovo-viditelná  

v/v  objemový poměr 

w  šířka píku při základně 

w5%  šířka píku v 5 % jeho výšky 

WAX  slabý měnič aniontů  

WCX  slabý měnič kationtů 
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1 Cíl bakalářské práce 

 

Cílem této bakalářské práce je najít vhodné podmínky pro stanovení množství 

tryptofanu v potravinových doplňcích metodou vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie. Pro nalezení optimálních chromatografických podmínek byly testovány 

různé typy stacionárních fází při různém složení mobilní fáze, zahrnující typ 

organického modifikátoru, pH a koncentraci vodných složek mobilní fáze a objemový 

poměr organického modifikátoru a vodné složky. Testování bylo provedeno 

v reverzním módu a v mix-módu vysokoúčinné kapalinové chromatografie. 
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2 Teoretická část  

 

 

2.1 Tryptofan 

 

Tryptofan je jednou z dvaceti aminokyselin potřebných pro správné fungování 

lidského organizmu. Řadí se mezi aminokyseliny esenciální, je proto nutné ho přijímat 

potravou. V lidském organizmu se tryptofan, stejně jako ostatní proteinogenní 

aminokyseliny, vyskytuje pouze jako L-izomer a mezi aminokyselinami má nejnižší 

zastoupení v proteinech [1,2]. 

Tryptofan objevili v roce 1901 britští biochemici Frederick Gowland Hopkins, 

pozdější nositel Nobelovy ceny v oblasti fyziologie a lékařství za objev vitaminů,          

a Sydney William Coule. Frederick G. Hopkins se také později podílel na výzkumu 

Edith Gertrude Willcock, který ukázal nepostradatelnost tryptofanu pro správný vývoj 

organizmu [3,4,5]. 

 

 

2.1.1 Chemické a fyzikálně-chemické vlastnosti tryptofanu 

 

L-tryptofan (obr. 1) je jednou ze tří aminokyselin, které mají aromatický postranní 

řetězec. Jeho systematický název je (2S)-2-amino-3-(1H-indol-3-yl)propanová kyselina 

a jeho sumární vzorec je C11H12N2O2. Ve struktuře tryptofanu se nachází               

amino-skupina, α-karboxylová skupina a indolový kruh (obr. 2), které mu poskytují 

specifické vlastnosti (např. hydrofobnost) a umožňují mu dále interagovat například 

s jinými proteiny [1,6,7]. 

 Tryptofan je bílý až velmi světle žlutý krystalický prášek bez zápachu s mírně 

nahořklou chutí. Jeho molární hmotnost je 204,22 g/mol [1,8]. Vzhledem k přítomnosti 

indolového kruhu absorbuje záření v ultrafialové oblasti při absorpčním maximu       

280 nm [9]. Hodnoty disociačních konstant (pKa) jsou pro karboxylovou skupinu 2,36    

a pro amino-skupinu 9,42 [1,10]. Tryptofan je rozpustný ve vodě, zředěných kyselinách, 

hydroxidech alkalických kovů a slabě v alkoholech. Naopak není rozpustný 

v chloroformu a ethyletheru [1,8]. Izoelektrický bod tryptofanu má hodnotu 5,89 [11]. 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C11H12N2O2
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Obr. 1 Chemická struktura L-tryptofanu 

 

Obr. 2 Chemická struktura indolového kruhu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1.2 Tryptofan v lidském organizmu  

 

Jak již bylo uvedeno, tryptofan je v lidském organizmu nejméně zastoupenou 

aminokyselinou, ale nepostradatelnou. Nejčastěji ho lze přijímat například z mléka, 

sýrů, vajec, masa, brambor, ovesných vloček, ořechů nebo banánů. Doporučený denní 

příjem pro dospělého jedince se pohybuje mezi 250 – 425 mg (3,5 – 6 mg na kilogram 

váhy). U dětí je doporučeno denně přijmout vyšší množství a to přibližně 12 mg 

tryptofanu na kilogram váhy [2,12]. 

Po pozření potraviny je tryptofan absorbován ze střeva do krevního oběhu, kterým 

je transportován přes tkáně až k buňkám. Tryptofan se účastní proteosyntézy.            

Jako aminokyselina vyskytující se v proteinech je zapojen do translace mRNA. 

Indolový kruh tryptofanu je důležitý pro strukturu peptidů a proteinů a poskytuje jim 

specifické vlastnosti. Je také prekurzorem dvou metabolických drah – syntézy 

kynureninu a serotoninu (viz obr. 3). Většina tryptofanu je přeměněna kynureninovou 

drahou (90 %), která na rozdíl od serotoninové rozbíjí aromatické jádro tryptofanu. 

Vznik kynureninu je důležitý pro ochranu sítnice oka před ultrafialovým zářením           

a biosyntézu dalších látek, například kyseliny kynureninové nebo kyseliny chinolinové, 

které mohou ovlivnit funkci některých neurotransmiterů [2,9,12]. 
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3 – 10 % tryptofanu se využívá pro syntézu neurotransmiteru serotoninu. 

Serotonin neboli „hormon štěstí“ má velmi pozitivní vliv na psychický stav i paměť 

člověka. Ze serotoninu vzniká hormon melatonin, který je zodpovědný za denní 

biorytmy [2,9,12]. 

Dále z tryptofanu vzniká niacin (vitamín B3), který je důležitý pro správné fungování 

lidského organizmu, nebo koenzym nikotinamidadenindinukleotid, který se účastní 

přenosu elektronů při redoxních reakcích. Meziproduktem serotoninové dráhy              

je  5-hydroxytryptofan, který se využívá jako lék proti nespavosti, depresi nebo zvýšené 

chuti k jídlu [2,9,12].  

Nedostatek tryptofanu, tedy i nedostatek sloučenin vzniklých z tryptofanu,            

je spojován s metabolickými poruchami a například s onemocněním jater, střev, 

imunitního systému i centrální nervové soustavy. U jedinců se mohou vyskytovat 

změny nálad, agresivita, deprese, demence, autismus, anorexie, mentální bulimie             

i neurodegenerativní poruchy jako Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba. Pro léčbu 

některých zmíněných onemocnění se dnes mimo jiné využívají deriváty tryptofanu nebo 

peptidy a sloučeniny obsahující tryptofan. [9,12].  
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Obr. 3 Metabolizmus tryptofanu. Převzato z [13] a upraveno. 
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2.2 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie  

 

 

2.2.1  Obecná charakteristika  

 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC) je jednou z nejrozšířenějších 

separačních metod využívaných v analytické chemii. Separace analytů probíhá            

na základě rozdílné distribuce mezi stacionární (nepohyblivá) a mobilní (pohyblivá) fázi 

a může probíhat v různých módech. Analyty s vyšší afinitou ke stacionární fázi              

se v koloně zadržují déle a tím mají vyšší retenční čas. Naopak analyty s vyšší afinitou 

k mobilní fázi (MF) se kolonou pohybují rychleji a tím mají nižší retenční čas.            

Průběh separace analytů je zaznamenáván v chromatogramu, který poskytuje 

kvalitativní i kvantitativní informace o jednotlivých analytech. Mezi nejznámější 

separační módy se řadí HPLC s normálními fázemi a HPLC s obrácenými (reverzními) 

fázemi. V HPLC s normálními fázemi je stacionární fáze více polární (například 

silikagel) a mobilní fáze více nepolární (například chloroform). U HPLC s reverzními 

fázemi je polarita fází obrácená, proto je každý mód vhodný pro stanovení jiných skupin 

analytů. Místo reverzního módu se také používá systém HILIC neboli hydrofilní 

interakční kapalinová chromatografie, která je vhodná pro separaci polárních analytů 

s velmi nízkou nebo žádnou retencí v reverzním módu nebo s nízkou rozpustností 

v normálním módu [14,15,16,17]. 

 

 

2.2.2  Reverzní mód HPLC 

 

U reverzního módu je mobilní fáze více polární než stacionární fáze. Jako mobilní 

fáze se používají organická rozpouštědla, zejména acetonitril nebo methanol, nejčastěji 

v určitém poměru s vodnou složkou (vodou nebo vodným pufrem). Jako stacionární 

fáze se nejčastěji používají uhlovodíkové řetězce, např. C18 (obr. 4), chemicky vázané 

na nosiči (např. silikagelu). Při separaci látek v reverzním módu jsou analyty eluovány 

v opačném pořadí než při separaci látek v normálním módu, tedy nejvíce polární analyt 

je eluován jako první [16,18]. 
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Obr. 4 Schématické znázornění oktadecylového řetězce ve stacionární fázi 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.3 Mix-mód HPLC 

 

Mix-mód vysokoúčinné kapalinové chromatografie je charakteristický tím, že            

se uplatňují minimálně dva retenční/interakční mechanizmy současně. V této práci byla 

použita mix-mód kolona, která kombinuje reverzní mód s iontově výměnným 

mechanizmem. U iontově výměnné chromatografie dochází podle typu iontového 

měniče (anex/katex) k výměně aniontů nebo kationtů. Iontový měnič lze rozdělit         

na slabý měnič aniontů nebo kationtů (WAX/WCX, z angl. weak anion/cation 

exchange) a silný měnič aniontů nebo kationtů (SAX/SCX, z angl. strong anion/cation 

exchange). Jako iontoměniče se používají například kvartérní amoniové soli, pyridin 

nebo karboxylové kyseliny. U stacionární fáze použité v této práci je za retenci 

v reverzním módu je odpovědný alkylový řetězec a za iontové interakce kvartérní 

alkylamin. Vzhledem k uplatnění více interakcí (například disperzní síly,                   

iontově-výměnné interakce nebo vodíkové interakce dle typu sorbentu) dochází 

k retenci a separaci různých analytů během jedné analýzy a ke zvýšení retence nabitých 

analytů, které by pouze reverzním módem nebyly zadržovány [19,20,21]. 

 

 

2.2.4 Chromatografické kolony použité v této práci 

 

V této práci byly použity dvě chromatografické kolony, jedna určená pro reverzní 

mód a jedna mix-mód kolona kombinující reverzní mód a iontově výměnnou 

chromatografii. Pro reverzní mód byla použita kolona Atlantis dC18 od firmy Waters, 

jejíž nosič je na bázi oxidu křemičitého (silikagelu), na který jsou navázány 
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uhlovodíkové řetězce C18. Kolona je vhodná i pro retenci polárních sloučenin                    

a je kompatibilní se 100% vodnou mobilní fází. Použitá kolona má rozměry                       

4,6 × 150 mm. Velikost částic, kterými je kolona naplněna, je 5 μm. Rozměry pórů jsou 

100 Å (1 Å odpovídá 10-10 m). Kolona je stabilní v rozmezí pH 3 – 7 a lze ji použít                   

do maximálního tlaku 6000 psi (1 psi odpovídá přibližně 6895 Pa) [22,23].   

Pro sledování retence tryptofanu byla použita i mix-mód kolona Atlantis 

PREMIER BEH C18 AX od firmy Waters s rozměry 4,6 × 150 mm. Velikost částic 

uvnitř kolony je 5 μm. Rozměry pórů jsou 95 Å. Kolona je stabilní v rozmezí pH 2 – 10 

a maximální tlak pro použití kolony je 18000 psi. Kolona je vhodná i pro retenci 

polárních kyselých analytů, protože kombinuje reverzní mód a iontově výměnnou 

chromatografii. Stacionární fáze obsahuje ligandy C18 zodpovědné za reverzní mód        

a kvartérní alkylamin zodpovědný za aniontově-výměnný mechanismus. Při pH nižším 

než 7 je stacionární fáze kladně nabitá, což vede ke zvýšené retenci aniontů. Při pH 

vyšším než 7  se na celkové retenci začnou podílet i zbytkové silanolové skupiny, které 

nesou záporný náboj a tak dochází k opětovnému snížení retence aniontů [20,21,24].   

Stacionární fáze obsahuje nosič tvořený tzv. BEH částicemi („bridged ethylene 

hybrid“), které jsou zodpovědné za vysokou mechanickou a chemickou odolnost 

stacionární fáze. Kolonu lze proto použít při vysokých tlacích, vysokých teplotách                

i v širokém rozmezí pH. Struktura BEH částic je tvořena hybridními ethylenovými 

můstky vázanými na silanolové skupiny. Vlastnosti kolony zvyšují reprodukovatelnost, 

účinnost a symetrii píku při separaci [25,26]. 

 

 

 

2.2.5  Vybrané validační parametry 

 

 Pro účely této bakalářské práce byly vybrány čtyři základní validační parametry, 

které byly stanovovány. Jedná se o opakovatelnost, reprodukovatelnost, limit detekce a 

limit kvantifikace. 
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2.2.5.1 Opakovatelnost 

 

Opakovatelnost vyjadřuje shodu výsledků analýz, které byly provedeny v krátkém 

časovém úseku za podmínek opakovatelnosti, kterými jsou shodný postup analýzy 

provedený stejným pracovníkem ve stejné laboratoři za použití stejného materiálu          

a přístroje. Opakovatelností lze vyjádřit přesnost analytické metody [27,28]. V této 

bakalářské práci byla opakovatelnost provedena deseti nástřiky vzorku po sobě. 

 

 

2.2.5.2 Reprodukovatelnost 

 

Reprodukovatelnost vyjadřuje shodu výsledků analýz, které byly provedeny        

za podmínek reprodukovatelnosti, kterými jsou shodný postup analýzy, použití stejného 

vzorku a materiálu, ale analýza byla provedena na jiném přístroji, jiným pracovníkem 

nebo na jiném místě. Reprodukovatelnost opět slouží k vyjádření přesnosti analytické 

metody [27,28]. V našem případě byla analýza provedena stejným pracovníkem           

na jiném přístroji.  

 

 

2.2.5.3 Limit detekce  

 

 Jako limit detekce neboli mez detekce (LOD, z angl. „limit od detection“)            

se označuje nejnižší koncentrace analytu, při které lze výrazně odlišit signál analytu    

od šumu [27]. LOD lze vypočítat například z maximálního kolísání šumu základní linie 

(hmax) a směrnice kalibrační přímky závilosti výšky píku na koncentraci (a)              

podle rovnice (1):  

 

 

LOD = 
3 × ℎ𝑚𝑎𝑥 

𝑎
 

 

 

 

(1) 
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2.2.5.4 Limit kvantifikace 

 

Limit kvantifikace neboli mez stanovitelnosti (LOQ, z angl. „limit                        

of quantitation“) označuje nejnižší koncentraci analytu, při které lze dosáhnout přesného 

a správného kvantitativního vyhodnocení [27]. LOQ lze obdobně jako LOD vypočítat 

z maximálního kolísání šumu základní linie (hmax) a směrnice kalibrační přímky 

závislosti výšky píku na koncentraci (a) podle rovnice (2): 

 

 

LOQ = 
10 × ℎ𝑚𝑎𝑥 

𝑎
 

 

 

 

 

 

 

2.3 Příklady stanovení tryptofanu metodou HPLC 

 

V tabulce 1 lze nalézt příklady metod s různými podmínkami separace, které již 

byly použity pro stanovení tryptofanu metodou HPLC, která se nejčastěji používá 

pro stanovení tryptofanu. V odborné literatuře lze nalézt zejména využití 

reverzního módu pro tyto účely [29,30,31]. K detekci analytu slouží fluorescence, 

UV-VIS spektrometrie nebo hmotnostní spektrometrie. Pro stanovení tryptofanu 

lze také například použít tenkovrstvou chromatografii [22] nebo kapilární 

elektroforézu [33]. 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 
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Tab. 1 Příklady stanovení tryptofanu metodou HPLC. 

 

Vzorek Kolona Mobilní fáze Detekce 

Čas 

analýzy 

[min] 

Zdroj 

ovoce 

zelenina 

Atlantis C18 

4.6 × 50 mm 

5 μm  

(Waters) 

0-25 % ACN 

10 mM HCOONH4 

pH = 3,4 

(gradientová eluce) 

fluorescence 32 [34] 

víno 

Zorbax SB – C18 

3 × 50 mm 

 1,8 μm 

(Agilent) 

6-100 % ACN 

25 mM CH3COONa 

+  

0,02% NaN3 

 pH = 5,8 

(gradientová eluce) 

UV-VIS 

spektrometrie 
28,5 [35] 

cereálie 

luštěniny 

LiChrospher 60 

RP-Select B 

4 × 250 mm         

 5 μm 

(Agilent) 

ACN 

CH3COONH4 

pH = 6,3 

10/90 (v/v) 

UV-VIS 

spektrometrie 
10 [29] 

mléčné 

výrobky 

ODS-2 S5 

4 × 250 mm 

 5 μm 

(Tecknokroma) 

ACN 

voda + 0,1% TFA 

25/75 (v/v) 

fluorescence 5,8 [36] 

plazma 

C18 

4,6 × 150 mm 

 5 μm 

(Nova Analítica) 

ACN 

5mM CH3COONa 

pH = 7,15 

8/92 (v/v) 

UV-VIS  

spektrometrie 
8,2 [37] 
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3 Experimentální část 

 

 

3.1 Použité přístroje a pomůcky 

 

Vysokoúčinný kapalinový chromatograf a kolony použité pro stanovení 

• separační modul: Waters 2690, Alliance HPLC Systém (Waters, Milford, 

USA) 

• detektor: Waters 2487, Dual λ Absorbance Detector (Waters, Milford, USA) 

• autosampler: 717 Plus (Waters, Milford, USA) 

• kolonový termostat: Waters Alliance series column heater (Waters, Milford, 

USA) 

• kolona: Atlantis dC18 4,6 × 150 mm, 5 μm (Waters, Milford, USA) 

• kolona: Atlantis PREMIER BEH C18 AX 4,6 × 150 mm, 5 μm (Waters, 

Milford, USA) 

• program: Empower 2 

 

Vysokoúčinný kapalinový chromatograf použitý pro reprodukovatelnost  

• separační modul: Agilent Technologies (Waldbronn, Německo) 

• detektor diodového pole: Agilent Technologies 1260 Infinity (Waldbronn, 

Německo) 

• pumpa: Agilent Technologies 1200 series (Waldbronn, Německo) 

• autosampler: Agilent Technologies 1260 Infinity (Waldbronn, Německo) 

• kolonový termostat: Agilent Technologies 1290 Infinity (Waldbronn, 

Německo) 

• program: Agilent OpenLAB CDS ChemStation  

 

Ostatní 

• pH metr: PHM 240, Radiometer Analytical SAS (Villeurbanne Cedex, Francie) 

• analytické váhy: Mettler AE 240 (Greifensee, Švýcarsko) 
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• filtry: Minisart syringe 0,2 µm a 0,45 µm (Sartorius Stedim Biotech, 

Göttingen, Německo) 

• ultrazvuková lázeň: ULTRASONIC LC 30 (ELMA, Německo) 

• pro přípravu deonizované vody: Ultrapur a Rowapur (Watrex, Česká republika) 

• programy:  PeakMaster 5.1 

 Origin 6.1 

 ACD/ChemSketch 12.01 

 Microsoft Excel 2016 

 

 

 

3.2 Analyzované potravinové doplňky 

 

• Vzorek 1: L-tryptofan + vitamín B6 (tableta obsahující 200 mg tryptofanu, 

balení 36 g, Allnature, Česká republika) 

• Vzorek 2: L-tryptofan (tobolka obsahující 200 mg tryptofanu, balení 17 g, 

Virde, Česká republika) 

 

 

 

3.3 Použité chemikálie  

 

• deionizovaná voda (Ultrapur a Rowapur – Watrex Česká republika) 

• acetonitril (CHROMASOLV, Sigma – Aldrich, St. Louis, USA) 

• methanol (CHROMASOLV, Sigma – Aldrich, St. Louis, USA) 

• octan amonný (≥ 98 %, Sigma – Aldrich, St. Louis, USA) 

• kyselina octová (≥ 98 %, Sigma – Aldrich, St. Louis, USA) 

• standard: D,L-tryptofan (≥ 99 %, Sigma – Aldrich, St. Louis, USA) 
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3.4 Příprava vzorků a roztoků  

 

 

3.4.1 Příprava roztoků standardu pro optimalizaci chromatografických 

podmínek  

 

Roztok standardu pro mobilní fázi s acetonitrilem a pufrem byl připraven           

do zkumavky Eppendorf rozpuštěním 1 mg standardu tryptofanu ve 100 μl acetonitrilu   

a 900 μl deionizované vody, aby výsledná koncentrace roztoku byla 1 mg/ml. Roztok 

standardu pro mobilní fázi s methanolem a pufrem byl připraven obdobným způsobem 

za použití 100 μl methanolu a 900 μl deionizované vody. Roztoky byly poté 

promíchány a přefiltrovány přes 0,2 μm filtr. Pro opakovatelnost a reprodukovatelnost 

byl použit 10× naředěný roztok ACN/deionizovaná voda 10/90 (v/v) standardu               

o koncentraci 0,1 mg/ml. 

 

 

3.4.2 Příprava vzorků potravinových doplňků  

 

 Tableta vzorku 1 o průměrné hmotnosti 607,1 mg obsahující 200 mg tryptofanu                   

byla rozetřena v třecí misce. 100,3 mg vzorku tablety obsahující 33,04 mg tryptofanu 

bylo odváženo do 20ml odměrné baňky a baňka byla doplněna po rysku roztokem 

acetonitrilu a deionizované vody v poměru 10/90 (v/v). Roztok byl poté naředěn (15×), 

aby výsledná koncentrace tryptofanu v roztoku byla 0,110 mg/ml. Roztok byl vložen          

na 20 minut do ultrazvukové lázně (30 °C) a následně přefiltrován přes 0,2 μm filtr.  

 Z prášku tobolky vzorku 2 o průměrné hmotnosti 454,2 mg obsahujícího 200 mg 

tryptofanu bylo odváženo 100,5 mg prášku obsahujícího 45,6 mg tryptofanu do 20ml 

odměrné baňky a baňka byla doplněna po rysku roztokem acetonitrilu a deionizované 

vody v poměru 10/90 (v/v). Roztok byl poté naředěn (20×), aby výsledná koncentrace 

tryptofanu v roztoku byla 0,111 mg/ml. Roztok byl vložen na 20 minut do ultrazvukové 

lázně (30 °C) a následně přefiltrován přes 0,2 μm filtr. 
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3.4.3  Příprava roztoků standardů pro metodu kalibrační křivky 

 

 Pro stanovení koncentrace tryptofanu ve vzorcích metodou kalibrační křivky           

byly připraveny kalibrační standardy tryptofanu o koncentracích 0,05; 0,075; 0,1; 0,125; 

0,150; 0,2; 0,25 a 0,5 mg/ml. Roztoky standardů byly připraveny ředěním ve směsi 

ACN/deionizovaná voda 10/90 (v/v). Následné měření absorbance bylo provedeno        

u každého standardu třikrát při vlnových délkách 254 nm a 280 nm. Pro ověření 

přesnosti byla kalibrace provedena třikrát. Výsledná kalibrační křivka byla sestrojena 

z průměrných hodnot naměřených při vlnové délce 254 nm.  

 

 

3.4.4 Příprava roztoků vzorků a standardu pro metodu přídavku standardu 

 

Pro stanovení koncentrace tryptofanu ve vzorcích metodou standardního přídavku 

byly připraveny vždy tři vzorky. Pro vzorek 1 bylo postupně naváženo 0,1003; 0,1002; 

a 0,1003 g rozemleté tablety do 20ml odměrných baněk. Odměrné baňky byly doplněny 

po rysku roztokem acetonitrilu a deionizované vody v poměru 10/90 (v/v). Následně byl 

roztok zředěn 15×. Výsledné koncentrace roztoků vzorku 1 byly 0,110 mg/ml. Roztok 

byl poté vložen na 20 minut do ultrazvukové lázně (30 °C) a následně přefiltrován     

přes 0,2 μm filtr. Pro vzorek 2 bylo postupováno stejným způsobem s navážkami 

0,1005; 0,1005; 0,1004 g prášku vzorku 2. Následně byl roztok zředěn 20×. Výsledné 

koncentrace roztoků vzorku 2 byly 0,111 mg/ml. Pro metodu standardního přídavku byl 

použit roztok standardu o koncentraci 0,1 mg/ml. Roztoky vzorku a standardu byly 

připraveny smícháním 100 μl vzorku 1 (2) a 100 μl roztoku standardu. 

 

 

 

3.5 Příprava mobilních fází  

 

Mobilní fáze byly složeny z acetonitrilu nebo methanolu a vodné složky v poměru 

5/95 nebo 10/90 (v/v). Vodnou složkou byl vždy pufr octan amonný o pH = 4,7;             
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pH = 5,9 nebo pH = 7,0. Koncentrace pufru byla 5 mM nebo 10 mM.                       

5mM pufr o pH = 4,7 byl připraven navážením 0,3854 g octanu amonného, který byl 

kvantitativně převeden do 1000ml odměrné baňky a rozpuštěn v malém množství 

deionizované vody. K roztoku bylo přidáno 296 μl kyseliny octové, baňka byla 

doplněna po rysku deionizovanou vodou a roztok byl promíchán. Požadované pH pufru 

bylo ověřeno pH metrem. Poté byl pufr přefiltrován přes 0,45µm filtr. Stejný postup byl 

použit i pro další pufry, pouze s jiným množstvím jednotlivých složek.                                  

U 10mM pufru s hodnotou pH = 4,7 bylo naváženo 0,7708 g octanu amonného                      

a přidáno 593 μl kyseliny octové. Pro 5mM a 10mM pufr o hodnotě pH = 5,9 bylo 

naváženo 0,3854 g a 0,7708 g octanu amonného a přidáno 18,98 μl a 37,96 μl kyseliny 

octové. Pro pufry o pH = 7,0 a koncentracích 5 mM a 10 mM bylo naváženo opět 

0,3854 g a 0,7708 g octanu amonného, který byl rozpuštěn pouze v deionizované vodě. 

K výpočtům jednotlivých navážek a objemů byl použit program PeakMaster.   

 

 

3.6 Podmínky separace 

  

 Analýza byla provedena v reverzním módu a v mix-módu vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie. Teplota vzorků v autosampleru byla nastavena na 20 °C             

a teplota kolony na 25 °C. Rychlost průtoku mobilní fáze byla zvolena 1 ml/min.  

Dávkovaný objem vzorků byl 5 μl. Detekce analytů probíhala při vlnových délkách          

254 nm a 280 nm pomocí UV detektoru.  

 

 

3.7 Použité vzorce pro výpočty 

 

 

         𝑘 =
𝑡𝑅 − 𝑡𝑀

𝑡𝑀
             (3) 

 

 

             𝑆 =  
𝑤5 %

2𝑓𝑝
             (4) 
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                                                         𝑐𝑖 =
𝐴𝑖𝑐𝑠𝑉𝑠

𝐴𝑖𝑠(𝑉𝑖+𝑉𝑠)−𝐴𝑖𝑉𝑖
                                                (5) 

 

 

                                                       𝑠 =  √
∑(𝑥𝑖− 𝑥𝑝𝑟ů𝑚ě𝑟)2

𝑛−1
                                                 (6) 

 

 

                                                             𝑠𝑟 =  
100𝑠 

𝑥𝑝𝑟ů𝑚ě𝑟
                                                       (7) 

 

 

 Rovnice (3) udává výpočet pro retenční faktor 𝑘, který říká, kolikrát delší čas 

analyt stráví ve stacionární fázi oproti mobilní fázi, 𝑡𝑅 označuje retenční čas analytu,   

𝑡𝑀 označuje mrtvý čas kolony neboli čas analytu, který není v koloně zadržován. 

Rovnice (4) slouží k výpočtu faktoru symetrie 𝑆, který slouží k posouzení symetrie 

píku. 𝑤5 % je šířka píku v 5 % jeho výšky a 𝑓𝑝 je šířka vzestupné části píku v 5 % jeho 

výšky. Pokud by faktor symetrie byl roven jedné, pík by byl zcela symetrický. Rovnici 

(5) lze použít pro výpočet koncentrace analytu ve vzorku při použití metody přídavku 

standardu. 𝐴𝑖  označuje plochu píku vzorku, 𝑐𝑠 a 𝑉𝑠 označují koncentraci a objem 

standardu, 𝐴𝑖𝑠 vyjadřuje plochu píku vzorku se standardem a 𝑉𝑖 značí objem vzorku. 

Pomocí rovnice (6) lze vypočítat směrodatnou odchylku 𝑠. Veličina 𝑥𝑖 označuje 

hodnotu měření, 𝑥𝑝𝑟ů𝑚ě𝑟 označuje průměrnou hodnotu měření a 𝑛 označuje počet 

měření. Rovnice (7) slouží k výpočtu relativní směrodatné odchylky udávané 

v procentech. Retenční faktor a faktor symetrie byly vypočítány programem                 

Empower 2. Ostatní veličiny byly vypočítány programem Microsoft Excel 2016.  
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4 Výsledky a diskuze 

 

 

4.1 Optimalizace chromatografických podmínek 

 

 Pro nalezení vhodných chromatografických podmínek pro stanovení tryptofanu 

byl v reverzním módu i mix-módu testován vliv složení mobilní fáze na retenci               

a symetrii píku. Pro oba módy byly testovány vlivy organického modifikátoru 

(acetonitril/methanol), pH (4,7/5,9/7,0), koncentrace vodné složky – pufru octanu 

amonného (5/10mM) a objemový poměr organické a vodné fáze (5/95 a 10/90).               

Každá analýza probíhala za těchto experimentálních podmínek – dávkovaný objem 5 μl 

(roztok standardu o koncentraci 1 mg/ml), průtok mobilní fáze 1 ml/min, teplota kolony 

25 °C, teplota standardu 20 °C a detekce při 254 a 280 nm. Pro vyhodnocení byla 

použita vlnová délka 254 nm. Výsledné hodnoty jsou uváděny jako průměrné hodnoty 

ze tří naměřených hodnot. Jednotlivá porovnání vlivu chromatografických podmínek na 

retenci tryptofanu a symetrii píku tryptofanu jsou uvedena pro vybrané podmínky. 

Mrtvý čas byl určen z nadávkování čisté vody. 

 

 

 

4.1.1 Vliv typu organického modifikátoru na retenci a tvar píku tryptofanu 

 

 V tabulce 2 a na obrázku 5 lze vidět porovnání retenčního času standardu 

tryptofanu (tR), retenčního faktoru (k) a symetrie píku (S) v reverzním módu na koloně 

Atlantis dC18 při použití MF ACN/5 mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v)                     

a MetOH/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v). Z retenčního času a retenčního 

faktoru je patrné, že při použití methanolu vykazuje tryptofan vyšší retenci, což je dáno 

jeho nižší eluční silou v porovnání s acetonitrilem. Na obrázku 5 lze vidět, že při použití 

methanolu je pík více rozmytý v zadní části (tzv. „tailing“) a tedy i méně symetrický. 
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Obr. 5 Porovnání retence a symetrie píku tryptofanu v reverzním módu při použití MF ACN/5mM octan amonný,                    

pH 7,0 10/90 (v/v) (A) a MetOH/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v) (B), kolona Atlantis dC18, vlnová délka     

254 nm. 

 

 

Tab. 2 Porovnání retenčního času (tR), retenčního faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v reverzním módu     

při použití MF ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v) a MetOH/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v), 

kolona Atlantis dC18, vlnová délka 254 nm. 
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V tabulce 3 a na obrázku 6 je ukázáno porovnání retenčního času (tR) standardu 

tryptofanu, retenčního faktoru (k) a symetrie píku (S) v mix-módu na koloně Atlantis    

při použití acetonitrilu a methanolu jako organických modifikátorů. Chromatografické 

podmínky jsou pro porovnání stejné jako při použití reverzního módu, ale byla použita 

kolona Atlantis PREMIER BEH C18 AX. Z retenčního času a retenčního faktoru je opět 

patrné, že je tryptofan na koloně déle zadržován při použití methanolu. Hodnota faktoru 

 tR [min] k S 

ACN 4,63 ± 0,01 1,96 ± 0,00 1,79 ± 0,01 

MetOH 10,50 ± 0,00 5,42 ± 0,00 4,29 ± 0,13 
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Obr. 6 Porovnání retence a symetrie píku tryptofanu v mix-módu při použití MF ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 

10/90 (v/v) (A) a MetOH/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v) (B), kolona Atlantis PREMIER BEH C18 AX,   

vlnová délka 254 nm. 

symetrie je opět nižší při použití acetonitrilu, kdy se blíží jedné, pík je tedy symetričtější 

a užší než v případě methanolu, což lze vidět i z obrázku 6.  

 

 

Tab. 3 Porovnání retenčního času (tR), retenčního faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v mix-módu při použití 

MF ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v) a MetOH/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v), kolona Atlantis 

PREMIER BEH C18 AX, vlnová délka 254 nm. 
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 tR [min] k S 

ACN 4,37 ± 0,00 2,02 ± 0,00 1,15 ± 0,01 

MetOH 11,31 ± 0,00 6,91 ± 0,00 1,28 ± 0,01 
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Pokud porovnáme vliv typu organického modifikátoru v reverzním módu              

a mix-módu, můžeme vidět, že v obou chromatografických módech je při použití 

acetonitrilu kratší doba retence, nižší hodnota retenčního faktoru a lepší symetrie píku. 

V mix-módu je pík symetričtější oproti reverznímu módu. V obou použitých 

chromatografických módech byly výše popsané trendy podobné pro všechna testovaná 

pH i koncentrace vodné složky mobilní fáze. 

 

 

 

4.1.2 Vliv pH vodné složky mobilní fáze na retenci a tvar píku tryptofanu 

 

V tabulce 4 a na obrázku 7 lze vidět vliv pH vodné složky mobilní fáze                

na retenční čas (tR) standardu tryptofanu, retenční faktor (k) a symetrii píku (S) 

v reverzním módu na koloně Atlantis dC18 za použití MF ACN/5mM octan amonný 

10/90 (v/v). Pro testování bylo zvoleno pH 4,7; 5,9 a 7,0. Retenční čas tryptofanu           

a retenční faktor se při těchto podmínkách příliš nemění, zatímco faktor symetrie           

je nejnižší při pH 7,0 a nejvyšší při pH 5,9.  

 

 

Tab. 4 Porovnání retenčního času (tR), retenčního faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v reverzním módu     

při použití MF ACN/5mM octan amonný 10/90 (v/v), pH 4,7; 5,9; 7,0; kolona Atlantis dC18, vlnová délka 254 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 tR [min] k S 

pH = 4,7 4,67 ± 0,00 1,20 ± 0,00 2,15 ± 0,01 

pH = 5,9 4,63 ± 0,01 1,91 ± 0,00 2,70 ± 0,07 

pH = 7,0  4,63 ± 0,05 1,96 ± 0,01 1,79 ± 0,01 
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Obr. 7 Porovnání retence a symetrie píku tryptofanu v reverzní módu při použití MF ACN/5mM octan amonný    

10/90 (v/v), pH 4,7 (A); 5,9 (B); 7,0 (C), kolona Atlantis dC18, vlnová délka 254 nm. 

 

 

V tabulce 5 a na obrázku 8 lze vidět vliv pH mobilní fáze na retenční čas (tR) 

standardu tryptofanu, retenční faktor (k) a symetrii píku (S) v mix-módu na koloně 

Atlantis PREMIER BEH C18 AX při použití MF ACN/5mM octan amonný 10/90 (v/v). 

Pro testování bylo zvoleno pH 4,7; 5,9; a 7,0. Retenční čas tryptofanu se výrazně neliší 

při změně pH pufru. Hodnota faktoru symetrie je nejnižší při pH 7,0 a nejvyšší při             

pH 5,9. Z obrázku 8 vyplývá, že nejsymetričtější pík byl získán při použití pufru             

o pH 7,0, čemuž odpovídá i hodnota faktoru symetrie blízko jedné.  

 

 

Tab. 5 Porovnání retenčního času (tR), retenčního faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v mix-módu při použití 

MF ACN/5mM octan amonný 10/90 (v/v), pH 4,7; 5,9; 7,0; kolona Atlantis PREMIER BEH C18 AX, vlnová délka 

254 nm. 

 

 

 

 

 tR [min] k S 

pH = 4,7 4,35 ± 0,01 2,38 ± 0,01 1,96 ± 0,02 

pH = 5,9 4,49 ± 0,01 2,28 ± 0,01 3,96 ± 0,11 

pH = 7,0  4,37 ± 0,00 2,02 ± 0,00 1,15 ± 0,01 
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Obr. 8 Porovnání retence a symetrie píku tryptofanu v mix-módu při použití MF ACN/5mM octan amonný           

10/90 (v/v), pH 4,7 (A); 5,9 (B); 7,0 (C); kolona Atlantis PREMIER BEH C18 AX, vlnová délka 254 nm. 

 

 

Pokud porovnáme vliv pH vodné složky mobilní fáze v reverzním módu                

a mix-módu při použití MF ACN/5mM octan amonný 10/90 (v/v), můžeme vidět,         

že v mix-módu je při všech hodnotách pH mírně nižší retenční čas tryptofanu          

oproti módu reverznímu. V obou módech je hodnota faktoru symetrie nejbližší jedné 

pro pH 7,0 a nejvyšší pro pH 5,9, což je okolí izoelektrického bodu a tryptofan je zde 

navenek elektroneutrální.  Vliv pH vodné složky mobilní fáze na retenci a symetrii píku 

v reverzním módu a mix-módu za použití methanolu jako organického modifikátoru 

mobilní fáze vykazoval podobný trend jako v případě použití acetonitrilu. 

 

 

 

4.1.3 Vliv koncentrace vodné složky mobilní fáze na retenci a tvar píku 

tryptofanu 

 

V tabulce 6 a na obrázku 9 lze vidět porovnání retenčního času (tR) standardu 

tryptofanu, retenčního faktoru (k) a symetrie píku (S) v reverzním módu při použití MF 
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ACN/octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v), při dvou různých koncentracích pufru, 5mM     

a 10mM. Retenční čas i retenční faktor tryptofanu jsou při použití obou koncentrací 

téměř stejné. Hodnota faktoru symetrie je nižší v případě 5mM koncentrace octanu 

amonného, ale v obou případech jsou píky tryptofanu v zadní části výrazně rozmyté, 

nejsou tedy zcela symetrické, čemuž odpovídají i uvedené hodnoty faktoru symetrie. 

 

 

Tab. 6 Porovnání retenčního času (tR), retenčního faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v reverzním módu při 

použití MF ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v) a ACN/10mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v), kolona 

Atlantis dC18, vlnová délka 254 nm. 
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Obr. 9 Porovnání retence a symetrie píku tryptofanu v reverzním módu při použití MF ACN/5mM octan amonný,     

pH 7,0 10/90 (v/v) (A) a ACN/10mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v) (B), kolona Atlantis dC18, vlnová délka        

254 nm. 

 

 

cpufr tR [min] k S 

5mM 4,63 ± 0,05 1,96 ± 0,01 1,79 ± 0,01 

10 mM 4,63 ± 0,00 1,95 ± 0,00 2,07 ± 0,03 
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 V tabulce 7 a na obrázku 10 lze vidět porovnání retenčního času (tR) standardu 

tryptofanu, retenčního faktoru (k) a symetrie píku (S) v mix-módu při použití MF 

ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v) a MF ACN/10mM octan amonný, pH 7,0 

10/90 (v/v). Retenční čas tryptofanu je téměř shodný při použití obou koncentrací           

a hodnota faktoru symetrie je nižší v případě 5mM koncentrace pufru. Při obou 

koncentracích pufru v těchto chromatografických podmínkách je pík tryptofanu podle 

obrázku 10 téměř symetrický, což značí i hodnoty faktoru symetrie tryptofanu blízké 

jedné.  

 

 

Tab. 7 Porovnání retenčního času (tR), retenčního faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v mix-módu při použití 

MF ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v) a ACN/10mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v), kolona Atlantis 

PREMIER BEH C18 AX, vlnová délka 254 nm. 
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Obr. 10 Porovnání retence a symetrie píku tryptofanu v mix-módu při použití MF ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 

10/90 (v/v) (A) a ACN/10mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v) (B), kolona Atlantis PREMIER BEH C18 AX, vlnová 

délka 254 nm. 

cpufr tR [min] k S 

5mM 4,37 ± 0,00 2,02 ± 0,00 1,15 ± 0,01 

10 mM 4,32 ± 0,01 1,87 ± 0,01 1,19 ± 0,00 
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Pokud porovnáme vliv koncentrace pufru v mobilní fázi v reverzním módu            

a mix-módu, z naměřených hodnot je patrné, že v případě reverzního módu je retenční 

čas tryptofanu mírně vyšší než při použití mix-módu při obou testovaných 

koncentracích. Symetrie píku tryptofanu je v reverzním módu nižší (viz obrázky 9 a 10). 

Nejlepší symetrie píku tryptofanu bylo dosaženo při použití mix-mód kolony a 5mM 

koncentrace pufru o pH 7,0. Vliv testovaných koncentrací a pH pufru na faktor symetrie 

tryptofanu pro reverzní mód a pro mix-mód shrnuje obrázek 11. Z obrázku 11 je patrné, 

že za použití reverzního módu pro všechna pH platí, že faktor symetrie téměř nezávisí 

na koncentraci vodné složky mobilní fáze. Zároveň je patrné, že nejvyšší hodnota 

faktoru symetrie byla získána pro pH 5,9. V mix-módu je faktor symetrie také téměř 

nezávislý na koncentraci vodné složky mobilní fáze, ale jen pro pH 4,7 a 7,0.               

Při hodnotě pH 5,9, tedy hodnotě blízko izoelektrického bodu tryptofanu, je symetrie 

píku výrazně horší za použití 5mM koncentrace. Z porovnání je patrné, že nejlepších 

hodnot faktoru symetrie bylo dosaženo pro pH 7,0. Symetrii píku tryptofanu v závislosti 

na koncentraci vodné složky mobilní fáze při pH 5,9 pro mix-mód znázorňuje také 

obrázek 12. Při použití methanolu jako organického modifikátoru mobilní fáze byl 

průběh trendu podobný.  
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Obr. 11 Porovnání vlivu měřených koncentrací a měřených hodnot pH na faktor symetrie pro reverzní mód (A)           

a mix-mód (B) za použití MF ACN/octan amonný 10/90 (v/v), vlnová délka 254 nm. 
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Obr. 12 Chromatogram tryptofanu při použití MF ACN/5mM octan amonný, pH 5,9 10/90 (v/v) (A) a ACN/10mM 

octan amonný, pH 5,9 10/90 (v/v) (B), kolona Atlantis PREMIER BEH C18 AX, vlnová délka 254 nm. 

 

 

 

 

4.1.4 Vliv poměru organické a vodné složky mobilní fáze na retenci a tvar 

píku tryptofanu 

 

 

V tabulce 8 a na obrázku 13 lze vidět porovnání retenčního času standardu 

tryptofanu, retenčního faktoru a symetrie píku v reverzním módu při použití MF 

ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 o poměru 5/95 a 10/90 (v/v). Retenční čas tryptofanu 

i retenční faktor je vyšší u poměru 5/95 (v/v) ACN/pufr, což souvisí s nižší eluční silou 

mobilní fáze. Hodnota faktoru symetrie je pro oba testované poměry podobná,                   

pík tryptofanu není za těchto podmínek symetrický, protože je chvostující (obrázek 13). 
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Tab. 8 Porovnání retenčního času (tR), retenčního faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v reverzním módu při 

použití MF ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v) a ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 5/95 (v/v), kolona 

Atlantis dC18, vlnová délka 254 nm. 
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Obr. 13 Porovnání retence a symetrie píku tryptofanu v reverzním módu při použití MF ACN/5mM octan amonný,   

pH 7,0 5/95 (v/v) (A) a ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v) (B), kolona Atlantis dC18, vlnová délka 254 nm. 

 

 

V tabulce 9 a na obrázku 14 lze vidět porovnání retenčního času standardu 

tryptofanu, retenčního faktoru a symetrie píku v mix-módu při použití MF ACN/5mM 

octan amonný, pH 7,0 v poměru 5/95 a 10/90 (v/v). Hodnota faktoru symetrie je pro oba 

testované poměry téměř shodná, pík tryptofanu je v obou případech téměř gaussovský.  

Retenční čas i retenční faktor má nižší hodnotu pro mobilní fázi s vyšším obsahem 

acetonitrilu, což odpovídá chromatografickému chování v reverzním módu.  

 

 

ACN/pufr 

(v/v) 
tR [min] k S 

5/95 9,37 ± 0,00 4,80 ± 0,00 1,84 ± 0,03 

10/90 4,63 ± 0,05 1,96 ± 0,01 1,79 ± 0,01 
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Tab. 9 Porovnání retenčního času (tR), retenčního faktoru (k) a faktoru symetrie (S) tryptofanu v mix-módu při použití 

MF ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v) a ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 5/95 (v/v), kolona Atlantis 

PREMIER BEH C18 AX, vlnová délka 254 nm. 
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Obr. 14 Porovnání retence a symetrie píku tryptofanu v mix-módu při použití MF ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 

5/95 (v/v) (A) a ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v) (B), kolona Atlantis PREMIER BEH C18 AX, vlnová 

délka 254 nm. 

 

 

Z naměřených hodnot je patrné, že retenční čas tryptofanu i retenční faktor           

je v obou chromatografických módech nižší u poměru 10/90 (v/v) ACN/pufr. Hodnota 

faktoru symetrie je v obou chromatografických módech nezávislá na poměru 

organického modifikátoru a vhodné složky, což lze vidět i z tvaru píku tryptofanu 

na obrázcích 13 a 14. Vyšší hodnota faktoru symetrie byla získána v obou testovaných 

ACN/pufr 

(v/v) 
tR [min] k S 

5/95 9,24 ± 0,01 5,38 ± 0,01 1,13 ± 0,00 

10/90 4,37 ± 0,00 2,02 ± 0,00 1,15 ± 0,01 



38 

 

mobilních fázích v reverzním módu, zatímco v mix-módu se blíží jedné. Vyšší retence 

při použití poměru 5/95 (v/v) ACN/pufr je dána nižší eluční silou mobilní fáze vlivem 

většího množství vodné složky v MF. Při porovnání poměru 10/90 (v/v) ACN/pufr mezi 

použitými módy lze vidět, že v případě mix-módu je retenční čas tryptofanu nižší.  

 

 

Na základě provedené optimalizace chromatografických podmínek byly pro další 

měření vybrány následující podmínky: mix-mód kolona Atlantis PREMIER BEH C18 

AX, mobilní fáze ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v), vlnová délka 254 nm. 

 

 

 

4.2 Určení vybraných validačních parametrů 

 

 

4.2.1 Opakovatelnost 

 

V této práci byla opakovatelnost nástřiku provedena deseti po sobě jdoucími 

nástřiky roztoku standardu tryptofanu o koncentraci 0,1 mg/ml. Pro optimalizaci 

chromatografických podmínek byl použit roztok standardu tryptofanu o koncentraci       

1 mg/ml, proto se naměřené retenční časy mírně liší. Opakovatelnost byla určena        

pro hodnoty plochy píku při vlnové délce 254 nm a pro retenční čas standardu 

tryptofanu (viz tabulka 10). Měření byla provedena v nalezených vhodných 

chromatografických podmínkách – mix-mód kolona Atlantis PREMIER BEH C18 AX, 

mobilní fáze ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v). Byly dodrženy stejné 

experimentální podmínky. Z naměřených hodnot byla vypočítána směrodatná odchylka 

(s) a relativní směrodatná odchylka (sr) v programu Microsoft Excel 2016. Hodnota 

relativní směrodatné odchylky u ploch píku je 0,119 % a u retenčního času píku           

0,089 %.  
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Tab. 10 Opakovatelnost deseti nástřiků roztoku standardu tryptofanu o koncentraci 0,1 mg/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.2 Reprodukovatelnost 

 

Reprodukovatelnost byla provedena pěti nástřiky roztoku standardu tryptofanu          

o koncentraci 0,1 mg/ml na chromatografu od jiného výrobce. Poté byly hodnoty 

porovnány s hodnotami naměřenými na chromatografu od firmy Waters. 

Porovnávanými hodnotami jsou retenční faktory při vlnové délce 254 nm a hodnoty 

faktorů symetrie. Vhodné podmínky pro separaci byly zachovány – mobilní fáze 

ACN/5mM octan amonný, pH 7,0 10/90 (v/v). Byly také dodrženy stejné 

experimentální podmínky. Relativní směrodatná odchylka mezi retenčními faktory 

 A [μV×s] tR [min] 

1 240383 4,70 

2 240808 4,71 

3 240 902 4,71 

4 240906 4,71 

5 240804 4,72 

6 240556 4,71 

7 239975 4,71 

8 240968 4,71 

9 240690 4,70 

10 240589 4,71 

s 286 0,00417 

sr [%] 0,119 0,089 
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vyšla 2,52 % a mezi faktory symetrie píku 0,80 %, což poukazuje na dobrou 

přenositelnost metody.  

 

 

Tab. 11 Reprodukovatelnost pěti nástřiků roztoku tryptofanu o koncentraci 0,1 mg/ml na chromatografu od firmy 

Waters (přístroj 1) a chromatografu od firmy Agilent (přístroj 2) 

 

 

 

 

 

 

4.2.3 Limit detekce a limit kvantifikace  

 

Limit detekce a limit kvantifikace byl stanoven z výšky šumu (hmax = 42 μV) a 

směrnice kalibrační závislosti výšky píku na koncentraci roztoku standardu tryptofanu 

(obrázek 15) podle rovnice (1) a (2) Výsledné hodnoty jsou uvedeny v tabulce 12.  

 

 k1 k2 S1 S2 

1 1,22 1,17 1,24 1,23 

2 1,22 1,16 1,24 1,28 

3 1,23 1,16 1,22 1,25 

4 1,22 1,17 1,24 1,29 

5 1,22 1,16 1,23 1,26 

s 0,03 0,01 

sr [%] 2,52 0,80 
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Obr. 15 Kalibrační přímka závislosti výšky píku na koncentraci tryptofanu při 254 nm.  

 

 

Tab. 12 Vypočtené hodnoty limitu detekce (LOD) a limitu kvantifikace (LOQ) z výšky šumu a směrnice kalibrační 

přímky.  

 

 

 

 

 

 

 

4.3 Kvantitativní vyhodnocení  

 

 

4.3.1 Metoda kalibrační křivky   

 

Jednou z použitých metod pro kvantitativní stanovení obsahu tryptofanu              

ve vzorcích 1 a 2 byla metoda kalibrační křivky. Kalibrační křivka byla sestrojena jako 

závislost plochy píku při 254 nm na koncentraci roztoku standardu tryptofanu                 

a proložena lineární regresí. Pro sestrojení kalibrační přímky byly použity koncentrace 

LOD [mg/ml] LOQ [mg/ml] 

0,0003 0,0009 
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0,05; 0,075; 0,1; 0,125; 0,150; 0,2; 0,25 a 0,5 mg/ml. Pro každou hodnotu koncentrace 

bylo dávkování provedeno třikrát a samotná kalibrace byla třikrát zopakována. 

Výsledné hodnoty jsou zprůměrované ze všech měření. K měření byly použity 

optimalizované chromatografické podmínky uvedené výše. Z rovnice kalibrační křivky 

byla spočítána koncentrace tryptofanu ve vzorku 1 a 2. Očekávaná hodnota v roztoku 

vzorku 1 je 0,110 mg/ml a v roztoku vzorku 2 je 0,111 mg/ml.  
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Obr. 16 Kalibrační přímka závislosti plochy píku na koncentraci tryptofanu při 254 nm.  

 

 

 Tab. 13 Naměřené plochy píků (A) a stanovené koncentrace tryptofanu v roztoku vzorku 1 a 2 metodou kalibrační 

křivky a vypočítaný obsah tryptofanu v potravinovém doplňku 1 a 2. 

 

 

 A [μV×s] 

cm,tryptofanu  

v roztoku vzorku 

[mg/ml] 

obsah tryptofanu 

v potravinovém 

doplňku 

[mg] 

vzorek 1 352561 ± 427  0,1089 ± 0,0001 197,8 ± 0,2 

vzorek 2 353165 ± 1706 0,1091 ± 0,0005 197,2 ± 0,9 
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V tabletě potravinového doplňku 1, která by měla obsahovat 200 mg tryptofanu, 

bylo množství tryptofanu stanoveno na 197,8 ± 0,2 mg. Hodnoty se od sebe liší                

o 0,56 %. V tobolce potravinového doplňku 2, která by měla obsahovat také 200 mg 

tryptofanu, bylo množství tryptofanu stanoveno na 197,2 ± 0,9 mg. Hodnoty                      

se od sebe liší o 0,70 %.  

 

 

 

4.3.2 Metoda přídavku standardu  

 

   Další metodou využitou ke stanovení obsahu tryptofanu ve vzorcích 1 a 2 v této 

práci je metoda přídavku standardu. Měření se provádělo vždy třikrát pro tři roztoky 

vzorku 1, tři roztoky vzorku 2, tři roztoky vzorku 1 a standardu tryptofanu (100 μl               

a 100 μl) a tři roztoky vzorku 2 a standardu tryptofanu (100 μl a 100 μl). Pro měření byl 

použit roztok standardu tryptofanu o koncentraci 0,05 mg/ml. Opět byly zachovány 

vybrané chromatografické podmínky. Měření probíhalo při vlnové délce 254 nm. 

Výsledné hodnoty jsou uváděny z průměru naměřených hodnot. Koncentrace roztoků 

vzorků 1 a 2 byly stanoveny podle rovnice (5). Následně byla spočítaná koncentrace 

tryptofanu ve vzorku 1 a 2. Očekávaná hodnota v roztoku vzorku 1 je 0,110 mg/ml        

a v roztoku vzorku 2 je 0,111 mg/ml. 

 

Tab. 14 Naměřené plochy píku vzorků (Ai), vzorků s přídavkem standardu (Ais) a stanovené koncentrace tryptofanu 

(cm,tryptofanu) ve vzorcích 1 a 2 metodou přídavku standardu a vypočítaný obsah tryptofanu v potravinovém            

doplňku 1 a 2. 

 

 

 Ai [μV×s] Ais [μV×s] 

cm,tryptofanu  

v roztoku vzorku 

[mg/ml] 

obsah tryptofanu 

v potravinovém 

doplňku 

[mg] 

vzorek 1 352561 ± 427 334349 ± 3202 0,1116 ± 0,0024 203 ± 4 

vzorek 2 353165 ± 1706 334386 ± 1063 0,1119 ± 0,0013 202 ± 2 
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Metodou přídavku standardu byl obsah tryptofanu v potravinovém             

doplňku 1 stanoven na 203 ± 4 mg, což se od uvedené hodnoty 200 mg liší o 0,91 %. 

V potravinovém doplňku 2 byl obsah tryptofanu stanoven na 202 ± 2 mg, což se liší          

o 0,81 %. Obě stanovované hodnoty obsahu tryptofanu mají odchylku od uvedené 

hodnoty pod 1 %.  

 

 

Pokud porovnáme obě metody stanovení obsahu tryptofanu v potravinových 

doplňcích, je patrné, že u obou metod je obsah tryptofanu stanoven s odchylkou                

od uvedené hodnoty pod 1 %. U metody přídavku standardu jsou uvedené odchylky 

vyšší než u metody kalibrační křivky, což znamená, že v této práci byla metoda 

kalibrační křivky přesnější pro stanovení obsahu tryptofanu v potravinových doplňcích.  
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5 Závěr 

 

Cílem této bakalářské práce bylo nalezení optimálních chromatografických 

podmínek pro stanovení tryptofanu v potravinových doplňcích metodou vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie. Byly testovány dva typy stacionárních fázích a vliv složení 

mobilní fáze zahrnující pH a koncentraci vodných složek mobilní fáze, typ organického 

modifikátoru a poměr organického modifikátoru a vodné složky. Testování bylo 

provedeno ve dvou chromatografických módech – reverzním módu a mix-módu.  

Nejlepší symetrie píku a krátký retenční čas byly získány v mix-módu HPLC. 

Konkrétní chromatografické podmínky byly mix-mód kolona Atlantis PREMIER BEH 

C18 AX, acetonitril jako organický modifikátor, 5mM octan amonný o pH 7,0 jako 

vodná složka mobilní fáze a poměr organického modifikátoru a vodné složky v mobilní 

fázi byl zvolen 10/90 (v/v).  

V nalezených optimálních podmínkách byly určeny vybrané validační parametry 

jako opakovatelnost, reprodukovatelnost, limit detekce a limit kvantifikace. Limit 

detekce měl hodnotu 0,0003 mg/ml a limit kvantifikace 0,0009 mg/ml. 

 Stanovení obsahu tryptofanu v potravinových doplňcích bylo provedeno metodou 

kalibrační křivky a metodou přídavku standardu. Metodou kalibrační křivky byl obsah 

tryptofanu v potravinovém doplňku 1 stanoven na 197,8 ± 0,2 mg a v potravinovém 

doplňku 2 na 197,2 ± 0,9 mg. Metodou přídavku standardu byl obsah tryptofanu                  

ve vzorku 1 stanoven na 203 ± 4 mg a ve vzorku 2 na 202 ± 2 mg. Při použití obou 

byla odchylka určeného množství tryptofanu od deklarované hodnoty menší než 1 %. 

Přesnější metodou pro stanovení obsahu tryptofanu v této práci byla metoda kalibrační 

křivky.  
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