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ABSTRAKT  

Bisfenoly jsou chemické sloučeniny s širokou možností využití v chemickém průmyslu. 

Nalézají své využití při výrobě plastových materiálů, jako změkčovadla polymerních 

materiálů či epoxidových pryskyřic, monomery při syntéze polykarbonátů, nebo pro 

eliminaci kyseliny chlorovodíkové při výrobě polyvinylchloridu. Tato bakalářská práce se 

zabývá vývojem, validací a optimalizací analytické metody ke stanovení vybraných 

bisfenolů, konkrétně bisfenolu A, bisfenolu B, bisfenolu F, bisfenolu A diglycidyl etheru a 

bisfenolu F diglycidyl etheru (BPA, BPB, BPF, BADGE, BFDGE) a jejich metabolitů 

pomocí metody vysokoúčinné kapalinové chromatografie s hmotnostní detekcí neboli 

zkráceně HPLC/MS a aplikací metody na soubor vzorků plechovkových piv.  

Pro chromatografickou separaci byly optimalizovány následující podmínky. Byla zvolena 

kolona Sigma-Aldrich discovery C18 (150×2,1 mm, 5 µm). Mobilní fáze byla složena ze 

směsi mobilní fáze A, která obsahovala 0,05% hydroxid amonný a mobilní fáze B, která 

obsahovala methanol. Průtoková rychlost mobilní fáze byla 0,240 ml/min. Celková doba 

analýzy činila 22 minut, při nástřiku 5 μl roztoku vzorku za použití gradientové eluce.  

V dalším kroku byla provedena částečná validace metody, při které byly vyhodnoceny 

meze detekce a stanovitelnosti, lineární dynamický rozsah, opakovatelnost (repeatability) a 

výtěžnost (accuracy) metody. Limity detekce (LOD) a limit stanovitelnosti (LOQ) byly 

v rozsahu od 0,2 do 1,9 μg/l. Průměrné hodnoty výtěžnosti metody byly v rozmezí od               

52 do 120 %. Hodnoty opakovatelnosti metody, vyjádřené pomocí relativní směrodatné 

odchylky (RSD) v %, byly v rozmezí od 3 do 13 %. 
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ABSTRACT  

Bisphenols are chemical compounds with a wide range of uses in the chemical industry. 

They are used in the production of plastic materials as softeners for polymer materials or 

epoxy resins, as monomers in the synthesis of polycarbonates, or for the elimination of 

hydrochloric acid in the production of polyvinyl chloride. This thesis deals with the 

development, validation, and optimization of an analytical method for the determination of 

selected bisphenols, specifically bisphenol A, bisphenol B, bisphenol F, bisphenol A 

diglycidyl ether and bisphenol F diglycidyl ether (BPA, BPB, BPF, BADGE, BFDGE), and 

their metabolites using the high performance liquid chromatography with mass    

spectrometry, HPLC/MS, and the application of the method to real samples in selected 

canned beer samples.  

The following conditions were optimized for chromatographic separation. The                       

Sigma-Aldrich discovery C18 column (150×2,1 mm, 5µm) was chosen. The mobile phase 

consisted of a mixture of mobile solvent A, which contained 0,05% ammonium hydroxide, 

and mobile solvent B, which contained of methanol. The flow rate of the mobile phase was 

0,240 ml/min. The total analysis time was 22 minutes, using a 5 μl injection of the sample 

solution with gradient elution. 

Next, a partial validation of the method was performed, evaluating the limits of detection 

and quantification, linear dynamic range, retention times of individual substances, method 

repeatability, and method yield. Limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) 

were ranged from 0,2 to 1,9 μg/l. Average recoveries varied from 52% to 120%. Repeatability 

conditions, expressed as RSD in %, were found between 3% and 13%. 
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Seznam zkratek 

A    plocha píků 

APCI    ionizace za atmosférického 

APPI    fotoionizace za atmosférického tlaku 

BPA     bisfenol A 

BADGE   bisfenol A diglycidyl ether 

BPB    bisfenol B  

BPF    bisfenol F 

BFDGE   bisfenol F diglycidyl ether 

c    koncentrace 

EFSA    Evropská komise pro bezpečnost potravin 

ESI    elektrosprejová ionizace 

HPLC    vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

LC    kapalinová chromatografie 

LOD    mez detekce 

LOQ    mez stanovitelnosti 

ME    matriční efekt 

MeOH    methanol 

MF    mobilní fáze 

MS    hmotnostní spektrometrie 

m/z    poměr hmotnosti ku náboji  

QuEChERS quick, easy, cheap, effective, rugged and safe (rychlý, jednoduchý, 

levný, efektivní, robustní a bezpečný) 

RPM    počet otáček za minutu 

RSD    relativní směrodatná odchylka 

SD    směrodatná odchylka 

SPE    extrakce na pevné fázi 

TDI    tolerovaný denní příjem 
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1 TEORETICKÁ ČÁST  

1.1 Bisfenoly a jejich účinky na lidský organismus 

Bisfenoly jsou využívány v celé řadě chemických procesů, ať už jako meziprodukt, či 

součástí jednotlivých produktů. Známe celou řadu bisfenolů lišící se svou strukturou 

založených nejčastěji na dvou hydroxyfenylových funkčních skupinách. Nejhojnějším 

zástupcem této skupiny je bisfenol A neboli BPA, jinak také 4‘4-isopropylidenedifenol, 

který je průmyslově vyráběn a je jeden z hlavních komponent výrobků z epoxidových 

pryskyřic. [1] 

Existují různé způsoby expozice člověka této látce, jako je orální, inhalační a 

transdermální. Hlavním zdrojem expozice BPA jsou například obalové materiály potravin, 

prach, dentální materiály, zdravotnické vybavení. Využití bisfenolů nepřichází bez rizika. 

BPA se řadí mezi endokrinní disruptory, tedy chemické látky vyskytující se v životním 

prostředí, lidmi konzumované ve stravě i vodě, které narušují hormonální systém člověka i 

jiných organismů. [1, 2] 

Jakožto endokrinní disruptory mají řadu negativních účinků na lidské zdraví a svou 

strukturou se BPA podobá strukturnímu vzorci estrogenu, respektive estradiolu, což má za 

následek interakci s estrogenovými receptory, při čemž se chovají jako agonisté nebo 

antagonisté prostřednictvím signálních drah závislých na estrogenových receptorech. 

Struktury BPA a estradiolu jsou uvedeny na Obrázcích 1 a 2. [3, 4] 

 

 

 

 

   Obrázek 1: struktura estradiolu    Obrázek 2: struktura BPA 

Proto bylo zjištěno, že BPA hraje roli v patogenezi několika endokrinních poruch včetně 

ženské a mužské neplodnosti, předčasné puberty, hormonálně závislých nádorů (rakovina 

prsu a prostaty) a dalších endokrinních onemocnění. Vzhledem ke stálé denní expozici a 

tendenci k bioakumulaci, BPA vyžaduje pozornost formou biomonitoringu. Toto pozorování 

by mělo zahrnovat klinické testování koncentrace BPA v moči, což je jedna z nejlepších 

metod hodnocení expozice této látce. [5, 6]  
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1.2 Uvolňování bisfenolů 

Uvolňování bisfenolů, primárně BPA, z plastových obalů, či plechovek bylo prokázáno 

mnoha různými měření v různých druzích materiálů a matric. Uvolněné množství BPA 

závisí na mnoha faktorech, a tím i míra nebezpečnosti jednotlivých potravin. Mezi tyto 

faktory patří například tepelná úprava při zpracování a skladování. [7,8]  

 Bylo prokázáno, že teplota hraje roli v detekované koncentraci uvolněných bisfenolů ve 

vzorku, jelikož se zvyšující se teplotou při konzervaci či zpracování se detekovaná 

koncentrace jednotlivých bisfenolů ve vzorku zvyšuje. Dalším možným faktorem je druh 

matrice. Dle studií byla prokázána různá koncentrace uvolněných bisfenolů, podle typu 

složení matrice. Nejvíce se bisfenoly uvolňují do matrice obsahující vodný roztok ethanolu. 

[9, 10]  

Během let bylo provedeno mnoho studií a průzkumů v různých typech potravin 

skladovaných v plechovkových materiálech obsahující různý typ matrice od migrace BPA 

z plechovek s nápoji na kanadském trhu [11], migrace BPB v plechovkách s loupanými 

rajčaty od různých značek [12], množství uvolněného BADGE a BFDGE v plechovkách 

s mořskými plody v olejovém nálevu [13] po průzkum obsahu bisfenolů v komerčně 

prodávaných plechovkách piva na čínských tržnicích. [14]  
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1.3 Přehled stanovovaných látek a vnitřního standardu  

Souhrnný přehled stanovovaných látek včetně chemických vzorců. Stanovanými 

látkami jsou BPA, BPB, BPF, BADGE, BFDGE a jejich metabolity. Jako interní standard 

byl zvolen probenecid. Chemické struktury všech stanovovaných analytů jsou uvedeny na 

Obrázku 3. 

Tabulka 1: přehled stanovovaných látek – sumární vzorec, systematický název a molární 

hmotnost (M) 

Analyt Sumární vzorec Systematický název 
M  

[g/mol] 

BPA C15H16O2 2,2-bis(4-hydroxyfenyl)propan 228,29 

BPB C16H18O2 2,2-bis(4-hydroxyfenyl)butan 242,31 

BPF C13H12O2 bis(4-hydroxyfenyl)methan 200,23 

BADGE C21H24O4 2,2-bis(4-glycidyloxyfenyl)propan 340,40 

BFDGE C19H20O4 bis(4-glycidyloxyfenyl)methan 312,40 

 

 

 

Tabulka 2: vnitřní standard - sumární vzorec, systematický název a molární hmotnost (M) 

 

 

 

Analyt Sumární vzorec Systematický název 
M 

[g/mol] 

Probenecid C13H19NO4S  4-[(dipropylamino)sulfonyl] 285,36 
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Obrázek 3: struktury měřených analytů, převzato z [15, 16] 
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1.4 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie  

Kapalinová chromatografie (LC) je jednou z nejčastěji využívaných analytických metod 

sloužící k separaci složek obsažených ve vzorku. Kapalinová chromatografie je založena na 

principu separace analytu na základě chemických a fyzikálních vlastností mezi vzájemně 

nemísitelnými fázemi. Analyt je unášen systémem pomocí mobilní fáze, která je v kapalném 

stavu, na chromatografickou kolonu, která je naplněná stacionární fází, která je tvořena 

pevnou látkou, případně kapalinou ukotvenou na pevném nosiči. Mobilní fáze je směsí 

rozpouštědel, nebo v menšině případů čisté rozpouštědlo. 

Podle vzájemných interakcí HPLC dělíme na: adsorpční kapalinová chromatografie, 

založena na adsorpci analytu na povrch stacionární fáze, rozdělovací kapalinová 

chromatografie, založena na rozdílné rozpustnosti analytu v stacionární a mobilní fázi, 

iontově výměnná chromatografie, založená na principu elektrostatických interakcích, kdy 

dochází na povrchu ionexu k adsorpci analytu a výměně iontů, gelová chromatografie, 

založená na rozdílné molekulové hmotnosti (velikosti molekul) jednotlivých analytů.  

K samotné separaci se nejčastěji využívá směsi polárnějšího a méně polárního 

rozpouštědla, například směsi methanol/voda, v určitém poměru na základě zjištěných 

ideálních podmínek separace. Nejúčinnější podmínky separace lze ovlivnit polaritou mobilní 

fáze, vlastnostmi stacionární fáze (např. velikost částic, typem funkčních skupin vázaných 

na nosič stacionární fáze). Afinita analytu ke stacionární fázi a polarita mobilní fáze velkým 

podílem ovlivňují retenční vlastnosti analyzované látky. [17, 18]  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

Kapalná mobilní fáze je přiváděna do systému pomocí vysokotlakého čerpadla. Eluce je 

prováděna dvěma způsoby, buď mobilní fází s konstantní eluční silou nebo 

mobilní fází se zvyšující se eluční silou.  

Z chromatografické kolony vycházejí jednotlivé zóny analytů, které jsou zaznamenávány 

pomocí chromatografického detektoru, a signál je převeden na chromatogram, který je 

závislostí intenzity měřené veličiny, (kterou sleduje detektor), na čase separace. 

Chromatografická odezva je nejčastěji ve formě Gaussovských křivek, kterým se jinak říká 

chromatografické píky. Na obrázku 4 je schéma HPLC přístroje. [19, 20] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 4: schéma HPLC   

(1) zásobníky mobilních fází, (2) odplyňovač, (3) vysokotlaké čerpadlo, (4) směšovač, (5) 

automatický dávkovač vzorku, (6) chromatografická kolona spolu s termostatem, (7) detektor, (8) 

zapisovací zařízení, (9) nádoba na sběr odpadu, převzato z [21] 
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Vysokotlaká čerpadla v HPLC 

Podmínkou správného fungování vysokotlakého čerpadla v kapalinové chromatografii je 

zajištění bezpulzního průtoku mobilní fáze. Konstrukční materiál chromatografického 

čerpadla, musí odolat korozi, i při použití agresivních mobilních fází a nesmí dojít ke 

kontaminaci mobilní fáze. V kapalinové chromatografii se používají dva typy čerpadel dle 

požadavku stanovení. Jsou to čerpadla isokratická a gradientová. Gradientová čerpadla 

oproti isokratickým mají výhodu v možnosti měnit složení mobilní fáze přímo v průběhu 

separace, a tím možnost zpřesnit odezvy jednotlivých složek. [18, 21] 

Chromatografická kolona pro HPLC 

Chromatografické kolony pro HPLC jsou v dnešní době povětšinou komerčně 

konstruovány a uživatel má minimální možnost jejich vlastnosti ovlivnit. Ovlivnit může 

druh sorbentu, velikost částic a rozměry kolony, ale pouze v souladu s nabídkou výrobce. 

Chromatografická kolona je složena ze dvou částí: samotné tělo kolony, v podstatě rovná 

trubice s hladkým vnitřním povrchem, a koncovka kolony, která má 3 základní funkce: 

rovnoměrnou distribuci mobilní fáze skrz celý průřez kolony, zadržení stacionární fáze a 

udržení těsnosti systému v oblasti tlaků. Špatné těsnění může způsobit podtékání 

chromatografické kolony, nebo vznik krystalů na povrchu těsnění při použití solí/pufrů 

v mobilní fázi. Na obrázku 5 najdete průřez chromatografickou kolonou. [17] 

 

Obrázek 5: konstrukce chromatografické kolony  

(1) vstup pro kapiláru se šroubem, (2) kovová hlavice, (3) těsnění vstupního šroubu, (4) frita, (5) 

ochranný kroužek, (6) těsnění koncové hlavice, (7) náplň kolony = stacionární fáze, (8) plášť 

kolony, převzato z [18] 
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1.5 Hmotnostní spektrometrie  

Hmotnostní spektrometrie (MS) se řadí mezi spojené techniky. Mimo údajů 

z chromatogramu nám poskytuje spektrální údaje o stanovované látce, lze tedy výhodně 

využít jak pro kvantitativní, tak kvalitativní analytickou analýzu, a to i v komplexnějších 

směsích. Pomocí hmotnostní spektrometrie lze stanovit poměrně široké spektrum            

látek, proto lze tuto metodu považovat za vcelku univerzální. Hmotnostní detektory našli 

své uplatnění zejména v biomedicinální, enviromentální a potravinářské analýze. [16] 

Proces analýzy probíhá ve 3 krocích. V prvním kroku dochází k ionizaci analytu, kdy se 

neutrální molekuly převedou v iontovém zdroji na molekuly nabité, za atmosférického 

tlaku. Dalším krokem je rozdělení těchto nabitých částic podle poměru m/z 

(hmotnost/náboj) v hmotnostním analyzátoru. Posledním krokem je samotná detekce iontů 

a zesílení získaného signálu pomocí např. fotonásobiče, elektronásobiče a dalších.                

Na Obrázku 6 je schéma hmotnostního spektrometru. [16] 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 6: schéma hmotnostního spektrometru 

1.5.1 Ionizační techniky v hmotnostní spektrometrii 

Výběr ideální ionizační techniky závisí na mnoha faktorech a existuje celá řada 

ionizačních technik, které jsou ovlivněny těkavostí látek, teplotní stabilitou látky, 

molekulovou hmotností a polaritou stanovovaných látek. [18] 

Nejpoužívanějšími ionizačními technikami v HPLC analýze jsou techniky ionizace     za 

atmosférického tlaku. Mezi tyto techniky patří ionizace elektrosprejem (ESI), chemická 

ionizace (APCI) a fotoionizace (APPI). Všechny tyto ionizační techniky se řadí mezi měkké 

ionizační techniky. Vznikají kladně nabité ionty, nebo záporně nabité ionty v závislosti        

na typu ionizace. [16, 18] 
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1.5.2 Hmotnostní analyzátor  

Hmotnostní analyzátor je umístěn za iontovým zdrojem a před hmotnostním detektorem, 

Analyzátor má dvě hlavní funkce: 

1. Rozdělení iontů na základě poměru m/z (hmotnost/náboj) v plynné fázi za vakua 

2. Následné urychlení těchto iontů a fokusaci 

V současnosti je jedním z nejpoužívanějších kvadrupólový analyzátor, který je založen 

na principu přivádění iontů do středu osy kvadrupólu, kde začnou ionty oscilovat (kmitat). 

Při určitém nastavení stejnosměrného a vysokofrekvenčního napětí na čtyři tyčové elektrody, 

jsou oscilace stabilní pro určitou nabitou molekulu s danou hodnotou m/z, tím se tato nabitá 

částice dostane na detektor, zatímco zbylé nabité částice se zachytí na tyčích kvadrupólu. 

Změnou hodnot stejnosměrného proudu a amplitudy střídavého napětí se postupně dostanou 

k detektoru všechny nabité části z kvadrupólu. U HPLC systémů se lze setkat i s tzv. trojitým 

kvadrupólem, který se skládá ze dvou kvadrupólů a kolizní cely, která se nachází mezi 

jednotlivými kvadrupóly. První kvadrupól (Q1) slouží k izolaci prekursorových iontů, čímž 

odstraní ionty na pozadí. V kolizní cele se následně rozštěpí prekursorový ion pomocí 

kolizního plynu (nejčastěji argonu) na charakteristické fragmenty, které jsou monitorovány 

na druhém kvadrupólu. Na Obrázku 7 naleznete schéma trojitého kvadrupólu. [17, 19] 

 

 Obrázek 7: schéma trojitého kvadrupólu  
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1.5.3 Způsob fragmentace iontů 

Fragmentace v hmotnostní spektrometrii, zahrnující rozpad molekul na menší 

fragmenty, je využívána k analýze jejich hmotnosti a náboje. Fragmentace mohou probíhat 

různými způsoby v závislosti na typu hmotnostního spektrometru. Nejpoužívanějšími 

metodami jsou disociace indukovanou srážkou a ionizace elektronovým nárazem. 

Nejprve musí být molekula vzorku vystavena ionizaci, za účelem vytvoření nabité 

částice tedy iontu, po ionizaci jsou ionty zrychleny elektrickým polem a následně 

magnetickým polem, což způsobuje zakřivení jejich dráhy v závislosti na jejich poměr m/z. 

Při disociaci indukovanou srážkou jsou vybrané ionty zavedeny do kolizní cely naplněné 

plynem, obvykle helium nebo dusíkem. Během průchodu se ionty srážejí s molekulami 

plynu a získávají kinetickou energii. Dodatečná kinetická energie způsobí fragmentaci 

molekul na ionty. Výsledné fragmenty putují do hmotnostního analyzátoru. Charakter 

fragmentace slouží jako informace o struktuře původní molekuly. 

U některých molekul se využívá takzvané pseudofragmentace, což je jev, kdy iont 

zdánlivě prochází fragmentací, ale ve skutečnosti nedochází k rozpadu molekuly na menší 

fragmenty, ale pouze dochází ke změně vnitřní struktury, například izomeraci, molekuly. 

 

1.5.4 Detektor 

Detektor v hmotnostním spektrometru slouží k detekci iontů a určení jejich četnosti. 

Převádí proud dopadajících iontů na proud elektronů. Detektory pro hmotnostní spektrometr 

se dělí do dvou kategorií: detektory pro přímá měření a násobičové detektory.  

Detektory pro přímá měření detekují elektrický proud vznikající přímým dopadem iontů, 

zatímco násobičové detektory obsahují další elektrody, které zesilují elektronový proud a 

poskytují měřitelné signály dokonce pro jednotlivé ionty. [15, 17] 
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1.6 Cíle práce 

Cílem teoretické části práce byla literární rešerše na téma stanovení bisfenolů ve 

vybraných nápojích s důrazem na toxické účinky, zdroje a výskyt v životním prostředí a 

potravinách pomocí metody vysokoúčinné kapalinové chromatografie. Součástí bylo 

představení vysokoúčinné kapalinové chromatografie s hmotnostně spektrometrickou 

detekcí a konkrétní podmínky extrakce a separace pro stanovované látky a jejich metabolity. 

 

Cílem experimentální části bylo optimalizovat metodu pro stanovení jednotlivých 

bisfenolů a jejich metabolitů v komerčních nápojích pomocí vysokoúčinné kapalinové 

chromatografie s hmotnostní detekcí (HPLC/MS). Dalším cílem bylo validovat metodu 

stanovení a ověřit její použitelnost na sérii vzorků plechovkových piv z maloobchodní sítě. 
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2 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  

2.1 Použité chemikálie  

V průběhu experimentální části byly použity následující základní látky, modifikátory 

MF a rozpouštědla  

• Acetonitril, CHROMASOLV, čistota ≥ 99,9%, pro LC/MS, (Honeywell, USA) 

• Metanol, CHROMANORM, čistota ≥ 99,9%, pro LC/MS, (VWR chemicals, USA) 

• Hydroxid amonný – vodný roztok, 24%, (Lach-Ner, Česká republika) 

• Chlorid sodný p.a., (Chemapol, Česká republika) 

• Síran hořečnatý bezvodý, čistota ≥ 98,0%, (Penta, Česká republika) 

• Kalibrační roztok pro negativní ionizaci, Thermo Scientific, PierceTM ESI negative 

ion calibration solution, (Thermo Fisher Scientific, USA) 

• Kalibrační roztok pro pozitivní ionizace, Thermo Scientific PierceTM LTQ Velos 

ESI positive ion calibration solution, (Thermo Fisher Scientific, USA) 

• Deionizovaná voda generovaná přístrojem Milli-Q Direct Water Purification 

Systém (18,2 MΩ/cm) (Merck, USA) 
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2.2 Přístroje a pomůcky  

V této kapitole je shrnuto veškeré instrumentální vybavení a spotřební materiál 

použitý v průběhu experimentální části a vyhodnocování dat.  

• Kapalinový chromatograf Thermo UltiMate 3000 s hmotnostní detekcí (ionizace 

vyhřívaným elektrosprejem, trojitý kvadrupól), (Thermo Fisher Scientific, USA) 

• Chromatografická kolona: Sigma-Aldrich discovery C18 (150×2,1 mm, 5µm), 

(Sigma-Aldrich, USA) 

• Deionizované vody: Milli-Q Direct Water Purification Systém (18,2 MΩ/cm), 

(Merck, USA) 

• Centrifuga: Centrifuga Hettich ROTINA 380, (Hettich, Německo) 

• Vakuová rotační odparka: Hei-Vap Core Heidolph, (Heidolph, Německo) 

• SPE kolony: Sigma-Aldrich Supelclean™ PSA SPE Tube, objem 3 ml 

• Analytické váhy: Kern ACS 200-4, (Kern & Sohn, Německo) 

• Předvážky: Kern 440-35N, (Kern & Sohn, Německo) 

• Automatická pipeta: Eppendorf Research Plus o objemu 0-20 µl, 10–100 µl, 

100–1000 µl, 1 – 10 ml   

• Odměrné sklo: třída přesnosti A, FisherBrand 

• Laboratorní sklo  

• Spotřební materiál: krimpovací vialky z čirého skla s hliníkovým uzávěrem s 

pryžovým septem, plastové špičky, centrifugační zkumavky  

• Ovládací software a zpracování výsledků: Thermo Scientific Xcalibur, Microsoft 

Excel 365   
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2.3 Příprava vzorků a kalibračních roztoků 

2.3.1  Příprava zásobního roztoku individuálních bisfenolů 

Zásobní roztok standardů o koncentraci 1 mg/ml byl připraven navážením 10 mg 

individuálních čistých látek a jejich rozpuštěním v 10 ml acetonitrilu. Do 25ml vialky se 

šroubovacím uzávěrem bylo tedy naváženo příslušné množství standardu a skleněnou 

pipetou bylo přidáno přesně 10 ml acetonitrilu, obsah vialky byl intenzivně protřepán, aby 

se navážené množství látky zcela rozpustilo. Tento zásobní roztok byl uchováván 

v mrazáku při -20 °C. 

Tabulka 3: koncentrace zásobních roztoků individuálních bisfenolů 

Analyt 
Hmotnostní koncentrace 

[mg/ml] 

BPA 1,080 

BPB 1,020 

BPF 1,020 

BADGE 1,050 

BADGE · H2O 1,000 

BADGE · HCl · H2O 0,980 

BADGE · 2 HCl 1,040 

BADGE · HCl 1,043 

BFDGE 1,070 

BFDGE · 2 H2O 0,560 

BFDGE · 2 HCl 2,190 

 

2.3.2 Příprava pracovního směsného roztoku bisfenolů  

Směsný zásobní roztok standardů o koncentraci 1 mg/l byl připraven odpipetováním 

příslušného objemu zásobních roztoků jednotlivých bisfenolů podle Tabulky 3 do 20ml 

odměrné baňky a následným doplněním acetonitrilem po rysku. 
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2.3.3 Příprava vzorku metodou QuEChERS 

Analyzovaný vzorek piva byl nejprve odplyněn v ultrazvukové lázni po dobu 5 minut. 

Z takto odplyněného vzorku bylo následně odpipetováno 10 ml vzorku do 50ml 

centrifugační zkumavky. Ke vzorku v kyvetě bylo dále přidáno 10 ml acetonitrilu, směs 

v kyvetě byla promíchána na vortexu, po dobu několika sekund, následně byla do kyvety 

ke směsi acetonitrilu a vzorku přidána předem připravená směs 4 g MgSO4 a 1 g NaCl. 

Kyvetu bylo potřeba co nejrychleji uzavřít a následovalo intenzivní třepání po dobu 1 min, 

aby nedošlo ke spečení přidaných solí. Obsah v kyvetě byl následně odstředěn při 4500 

RPM po dobu 7 minut. [23, 24] 

 

V dalším kroku bylo provedeno přečištění acetonitrilového extraktu pomocí extrakce na 

pevné fázi za použití SPE kolonek. SPE kolonka byla nejprve kondicionována 3 ml 

acetonitrilu a eluát jímán do odpadní kádinky. Na kolonku byly tedy nadávkovány 2 ml z 

horní acetonitrilové vrstvy, eluát byl jímán do 25ml srdcové baňky umístěné pod SPE 

kolonkou. V okamžiku, kdy hladina v SPE kolonce dosáhla vrstvy sorbentu, byla SPE 

kolonka postupně promyta 10 ml (pětkrát po 2 ml) acetonitrilu. Poté byl vzorek odpařen 

dosucha pomocí vakuové rotační odparky při 40 °C. K odparku v srdcové baňce bylo  

následně přidáno 20 μl  vnitřního standardu probenecidu, a nakonec byl vzorek rozpuštěn 

v roztoku směsi methanol/voda (50:50, v:v) na celkový objem 1 ml. Tímto postupem byl 

získán extrakt vzorku dvakrát koncentrovanější, než byla původní koncentrace, a zbavený 

potenciálně nežádoucích složek matrice, které by mohly rušit stanovení. [25] 

 

2.3.4 Příprava slepého vzorku 

Do 50ml centrifugační zkumavky bylo odpipetováno 10 ml deionizované vody. 

K obsahu ve zkumavce bylo následně přidáno 10 ml acetonitrilu a na vortexu byl obsah 

zkumavky dobře promíchán. Následný postup přípravy slepého vzorku byl identický 

s postupem uvedeným v kap. 2.3.3. 
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2.3.5 Příprava kalibračních roztoků 

Pro ověření validačních parametrů metody, jakými jsou linearita, opakovatelnost, limit 

detekce, limit kvantifikace a výtěžnost byla sestrojena šestibodová kalibrační závislost 

pomocí pracovního směsného roztoku bisfenolů o koncentraci 1 mg/l, který byl ve skleněné 

vialce o objemu 1,5 ml 10x zředěn na výslednou koncentraci 0,1 mg/l. Z takto naředěného 

standardu bylo odpipetováno příslušné množství směsného zásobního roztoku podle 

Tabulky 4. Před doplněním bylo do vialek přidáno 20 μl vnitřního standardu probenecidu, 

a následně byly vialky doplněny směsí methanol/voda v poměru 1:1 na objem 1 ml. 

 

 

Tabulka 4: složení kalibračních roztoků 

  

Koncentrace 

BPA, BPF a 

BPB 

[mg/l] 

Koncentrace 

BADGE a 

BFDGE 

[mg/l] 

Pipetovaný 

objem vnitřního 

standardu 

[μl] 

Pipetovaný 

objem 

směsného 

standardu 

[μl] 

Objem 

MeOH/H2O 

[μl] 

0,001 0,001 

20 

10 970 

0,002 0,002 20 960 

0,005 0,005 50 930 

0,010 0,010 100 880 

0,025 0,025 250 730 

0,050 0,050 500 480 
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2.4 Správnost, přesnost 

Při validaci chromatografické separace bisfenolů byla stanovena správnost a přesnost 

získaných hodnot jednotlivých měřených látek při zvolených koncentrací 2,5 a 12,5 μg/l, 

přičemž bylo připraveno 6 vzorků od každé koncentrační hladiny, kdy byl každý vzorek 

změřen dvakrát. A následně byly získané hodnoty statisticky vyhodnoceny, pomocí 

patřičných matematických vztahů. 

Správnost (výtěžnost) v % metody byla vyjádřena jako poměr získané koncentrace 

vzorku ku očekávané koncentraci, což je dáno vztahem: 

 

𝑉 =  
𝑐𝑛𝑎𝑚ěř𝑒𝑛á 

𝑐𝑜č𝑒𝑘á𝑣𝑎𝑛á 
 ∙ 100 

 

Přesnost metody byla ověřena výpočtem směrodatné odchylky (SD). Směrodatná 

odchylka vyjadřuje, jakou měrou jsou naměřené hodnoty rozptýleny od střední hodnoty 

neboli mediánu. Směrodatná odchylka byla vyjádřena matematickým vztahem, který lze 

použít pro počet měření menší než 7: 

 

              SD =  √
∑ (𝑥𝑖−𝑥̅)2𝑛

𝑖=1

𝑛−1
 

 

kde xi jsou jednotlivé měření, 𝑥̅ aritmetický průměr a n počet měření  

 

Jako doplňkovou hodnotu ke směrodatné odchylce, která nám může pomoci při 

statistickém vyhodnocení jednotlivých měření bývá relativní směrodatná odchylka (RSD). 

Relativní směrodatnou odchylku lze definovat jako směrodatná odchylka převedená na 

jednotku procent. Relativní směrodatná odchylka byla vyjádřena matematickým vztahem, 

který lze použít pro počet měření menší než 7: 

 

RSD =  
SD

𝑥̅
 ∙ 100 
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2.5 Mez detekce, mez stanovitelnosti 

 

Mez detekce (LOD) analytické metody je dána nejnižším množstvím analytu ve vzorku, 

které je schopno vyvolat odezvu měřícího systému, která je statisticky významně odlišitelná 

od šumu pozadí, ale nejsme schopni tuto odezvu kvantitativně vyhodnotit.  

Mez stanovitelnosti (LOQ) analytické metody je dána nejnižším množstvím analytu ve 

vzorku, které jsme schopni pomocí zvolené metody kvantitativně vyhodnotit s danou 

přesností a správností. 

V praxi se velmi často využívá výpočet pomocí poměru signálu a šumu základní linie, 

ale v této práci byla využita metoda stanovení meze detekce a stanovitelnosti, pomocí 

směrodatné odchylky odezvy analytu a směrnice přímky, kterou je kalibrační závislost 

proložena, přičemž zvolená kalibrační závislost musí být vhodně zvolená. Nejnižší bod 

kalibrační závislosti byl zvolený tak, aby reflektovat reálně dosažitelnou hodnotu LOQ. 

V této práci byla využita metoda stanovení hodnot mezí detekce a mezí stanovitelnosti 

na základě hodnot standardní odchylky odezvy (Sy) a sklonu kalibrační závislosti (S). 

Hodnoty LOD byly vypočítány podle vzorce: 

 

LOD =  
3,3 ∙ 𝑆𝑦

𝑆 
 

 

Hodnoty LOQ byly vypočítány podle vzorce: 

 

LOQ =  
10 ∙ 𝑆𝑦

𝑆
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3 Výsledky a diskuze   

3.1 Optimalizace metody 

Jako optimální složení MF byla zvolena směs roztoku A, který reprezentoval 0,05% 

roztok hydroxidu amonného smíšený s roztokem B, který reprezentoval methanol. 

Zastoupení jednotlivých složek v mobilní fázi se v průběhu separace měnilo v závislosti na 

nastavení gradientového módu. 

Vzorky připravené k chromatografické analýze byly přímo nastříknuty do 

chromatografického systému Thermo UltiMate 3000. Chromatografická separace probíhala 

na chromatografické koloně Sigma-Aldrich discovery C18 s rozměry 150×2,1 mm a 

velikosti částic 5 µm. Analytická kolona byla temperována     na 30 C. Průtok mobilní fáze 

byl 0,240 ml/min. Nastřikovaný objem vzorku na kolonu       byl 5 μl. Hmotnostní detektor 

byl před každým měřením kalibrován pomocí certifikovaných kalibračních roztoků. Jako 

zmlžující, pomocný a čistící plyn byl použit plynný dusík. Použitý gradientový program a 

nastavení parametrů MS pro ionizace jsou v Tabulce 5 a 6.  

Tabulka 5: gradientový program, podle kterého docházelo ke změně složení mobilní fáze 

v průběhu analýzy. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

čas 

[min] 

A 

[obj. %] 

B 

[obj. %] 

0 30 70 

1 30 70 

12 100 0 

18 100 0 

19 30 70 

22 30 70 
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Tabulka 6: nastavení parametrů MS pro ionizace 

Typ ionizace ESI - ESI + 

Průtok zmlžujícího plynu  32 32 

Průtok pomocného plynu 7 7 

Průtok čístícího plynu 2 2 

Napětí na jehle 

[kV] 
-2,50 3,76 

Teplota kapiláry 

[°C] 
295 295 

Teplota ohřívače 

pomocného plynu 

[°C] 

295 295 

 

 

 

 

 

Analyty jsou pomocí specifických kvantifikačních přechodů, které jsou k nalezení 

v Tabulce 7, detekovány a identifikovány hmotnostním spektrometrem. Na Obrázcích 8 a 9 

jsou zobrazeny příklady chromatogramů jednotlivých měřených analytů, pro kalibrační 

standard o  koncentraci 1 μg/l, spolu s retenčními časy v minutách a plochami jednotlivých 

analytů. 
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Tabulka 7: parametry pro MS detekci jednotlivých bisfenolů 

Látka Ionizace 

Kvantifikační 

přechod 

[m/z] 

Normalizovaná 

kolizní energie 

BPA 

[M – H]- 

227,11>227,11 10 

BPB 241,12 >241,12 10 

2,2'+2,4' BPF / 4,4' BPF 199,08>199,08 10 

Probenecid (INST) 284,10>141,00 30 

BADGE 

[M + NH4]
+ 

358,20>191,11 20 

BADGE · H2O 376,22>209,12 15 

BADGE · HCl · H2O 412,19>227,08 15 

BADGE · 2 HCl 430,16>227,08 15 

BADGE · HCl 394,18>191,11 15 

BFDGE 330,17>133,07 25 

BFDGE · 2 H2O 366,19>181,09 20 

BFDGE · 2 HCl 402,12>199,05 15 

Probenecid (INST) [M + H]+ 284,11>244,06 25 
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Obrázek 8: chromatogramy jednotlivých bisfenolů ionizovaných v negativním módu 

v pořadí: 2,2'+2,4' BPF + 4,4' BPF, BPA, BPB, pro kalibrační standard o koncentraci 1 μg/l, 

kolona Sigma-Aldrich discovery C18, 150x2,1 mm, 5 µm, mobilní fáze - hydroxid amonný 

(A) a methanol (B), průtok mobilní fáze 0,240 ml/min, doba analýzy 22 minut a objem 

nástřiku 5 µl, gradientová eluce (čas: 0, 1, 12, 18, 19, 22, A: 30, 30, 100, 100, 30, 30 %) 
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Obrázek 9: chromatogramy jednotlivých bisfenolů ionizovaných v pozitivním módu 

v pořadí: BFDGE, BADGE, BADGE · H2O, BADGE ·HCl, BADGE ·HCl · H2O,              

BADGE · 2 HCl, BFDGE · 2 H2O, BFDGE · 2 HCl, pro kalibrační standard o koncentraci 

1 μg/l, kolona Sigma-Aldrich discovery C18, 150x2,1 mm, 5 µm,                                           

mobilní fáze - hydroxid amonný (A) a methanol (B), průtok mobilní fáze 0,240 ml/min, 

doba analýzy 22 minut a objem nástřiku 5 µl, gradientová eluce (čas: 0, 1, 12, 18, 19, 22, 

A: 30, 30, 100, 100, 30,30%) 
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3.2 Validace metody  

 

3.2.1 Mez detekce (LOD), mez stanovitelnosti (LOQ)  

K zjištění mezí detekce a mezí stanovitelnosti byla sestrojena kalibrační závislost vhodně 

naředěného pracovního standardu. Pomocí směrnice křivky kalibrační závislosti 

s následným využitím programu lineární regrese v programu Microsoft Excel 365 byly 

vypočteny meze pro jednotlivé bisfenoly. Kalibrační závislost je zobrazena na Obrázku 10. 

Hodnoty mezí detekce a mezí stanovitelnosti pro jednotlivé analyty získané z kalibrační 

závislosti se nacházejí v Tabulce 8. 

Obrázek 10 – kalibrační závislost ploch píků pro analyt BPA na zvoleném koncentračním 

rozsahu pro stanovení meze detekce a meze stanovitelnosti, kolona                                                

Sigma-Aldrich discovery C18, 150x2,1 mm, 5 µm, mobilní fáze - hydroxid amonný (A) a 

methanol (B), průtok mobilní fáze 0,240 ml/min, doba analýzy 22 minut a objem nástřiku 5 

µl, gradientová eluce (čas: 0, 1, 12, 18, 19, 22, A: 30, 30, 100, 100, 30, 30 %) 
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Tabulka 8: meze detekce a meze stanovitelnosti pro jednotlivé bisfenoly 

Analyt 
LOD 

[μg/l] 

LOQ 

[μg/l] 

BPA 0,2 0,5 

BPB 0,3 1,0 

2,2'+2,4' BPF / 4,4' BPF 0,3 / 1,3 0,7 / 1,9 

BADGE 0,3 0,9 

BADGE · H2O 0,2 0,7 

BADGE · HCl · H2O 0,5 1,5 

BADGE · 2 HCl 0,3 0,9 

BADGE · HCl 0,4 1,0 

BFDGE 0,6 1,7 

BFDGE · 2 H2O 0,6 1,8 

BFDGE · 2 HCl 0,3 0,9 
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3.2.2 Lineární dynamický rozsah 

Lineární dynamický rozsah detektoru byl zjištěn naměřením ploch píků různých 

koncentrací modelového roztoku analytů, které byly následně vyneseny jako dekadické 

logaritmy na osu x a osu y. 

Lineární dynamický rozsah v daném rozmezí koncentrací se považuje za splněný, pokud 

směrnice kalibrační přímky závislosti není odchýlena od hodnoty 1 o ± 5 % a koeficient 

determinace je větší jak 0,99. 

Pro kontrolu lineárního dynamického rozsahu byl zvolen rozsah koncentrací od                               

1 μg/l do 50 μg/l (1, 2, 5, 10, 25, 50 μg/l) pro analyt BPA, jelikož toto rozmezí koncentrací 

bylo použito při sestrojení kalibrační závislosti pro další měření. Zvolený rozsah 

koncentrací byl dostatečně lineární, jelikož koeficient determinace odpovídal hodnotě 

0,9988. Byla vynesena závislost dekadického logaritmu odezvy detektoru na dekadickém 

logaritmu koncentrace BPA viz Obrázek 11. Lineární dynamický rozsah byl určován pro 

všechny měřené analyty. 

 
 

Obrázek 11 – závislost dekadického logaritmu odezvy detektoru na dekadickém logaritmu 

koncentrace BPA pro ověření lineárního dynamického rozsahu, kolona Sigma-Aldrich 

discovery C18, 150x2,1 mm, 5 µm, mobilní fáze hydroxid amonný (A) a methanol (B), 

průtok mobilní fáze 0,240 ml/min, doba analýzy 22 minut a objem nástřiku 5 µl, gradientová 

eluce (čas: 0, 1, 12, 18, 19, 22, A: 30, 30, 100, 100, 30, 30 %) 
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3.2.3 Přesnost, správnost  

Správnost a přesnost metody byla vyhodnocena na dvou různých koncentračních 

hladinách, a to hladinách 2,5 μg/l a 12,5 μg/l, ale očekávané koncentrace ve vzorcích byly 

však dvakrát větší, jelikož byly vzorky zakoncentrovány, tudíž očekávané koncentrace 

vzorků byly 5,0 μg/l a 25,0 μg/l. Pro obě koncentrační hladiny byla připravena série šesti 

vzorků stejného piva, do kterých byl odpipetován příslušný objem standardního roztoku 

analytů, každý vzorek byl změřen dvakrát. Opakovatelnost byla vyjádřena pomocí relativní 

směrodatné odchylky, která byla vypočítaná pomocí rovnic uvedených v kapitole 2.5. 

Tabulka 9: správnost a přesnost metody na hladině 5,0 μg/l 

Analyt 
cnaměřená 

[μg/l] 

cočekávaná 

[μg/l] 

Správnost 

[%, n=6] 

RSD 

[%, n=6] 

BPA 4,5 ± 0,3 

5,0 

90 7 

BPB 4,1 ± 0,1 82 3 

2,2'+2,4' BPF   

4,4' BPF 

4,2 ± 0,1  

 4,2 ± 0,1 

84  

 84  

3 

 3 

BADGE 3,8 ± 0,1 76 3 

BADGE · H2O 2,9 ± 0,2 58 8 

BADGE · HCl · H2O 3,9 ± 0,1 79 3 

BADGE · 2 HCl 4,0 ± 0,1 80 3 

BADGE · HCl 3,4 ± 0,3 68 8 

BFDGE 3,1 ± 0,4 61 13 

BFDGE · 2 H2O 4,0 ± 0,1 81 3 

BFDGE · 2 HCl 3,2 ± 0,4 64 13 
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Tabulka 10: správnost a přesnost metody na hladině 25,0 μg/l 

Analyt 
cnaměřená ± SD 

[μg/l] 

cočekávaná 

[μg/l] 

Správnost 

[%, n=6] 

RSD 

[%, n=6] 

BPA 18,4 ± 1,2 

25,0 

74 6 

BPB 17,5 ± 1,2 70 7 

2,2'+2,4' BPF 

4,4' BPF 

18,3 ± 1,0 

 18,0 ± 1,0 

73  

68 

5  

6 

BADGE 15,7 ± 1,2 63 7 

BADGE · H2O 13,4 ± 1,5 54 11 

BADGE · HCl · 

H2O 
16,9 ± 1,8 67 11 

BADGE · 2 HCl 17,1 ± 1,9 68 11 

BADGE · HCl 15,8 ± 1,3 64 9 

BFDGE 13,0 ± 1,2 52 10 

BFDGE · 2 H2O 14,6 ± 1,4 58 10 

BFDGE · 2 HCl 13,7 ± 1,5 55 11 
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Stanovené hodnoty výtěžnosti nám dokumentují, jak je způsob přípravy vzorku a celková 

metoda efektivní pro separaci analytů z matrice piva. Za vyhovující se považuje rozsah 

výtěžností od 70 do 120 %. Celková výtěžnost separace při použíti metody QuEChERS byla 

nižší, než bylo původně očekáváno. V intervalu od 70 do 120 % byly výtěžnosti pro analyty 

BPA, BPB a BPF, pro ostatní analyty byla výtěžnost nižší, a to v intervalu od 52 do 68 % 

viz Tabulka 9 a 10, což by bylo vhodné zlepšit, ale pokles hodnot výtěžnosti mohl být 

způsoben i měřením při nízkých koncentračních hladinách, tudíž jsou nižší hodnoty 

akceptovatelné. 

Stanovené hodnoty opakovatelnosti pomocí metody přípravy vzorku QuEChERS, které 

byly vyjádřeny pomocí relativní směrodatné odchylky, vykazují navzdory nižším hodnotám 

výtěžnosti u některých analytů, poměrně slušnou opakovatelnost za použití této metody,         

a to od 3 do 13 %, proto lze považovat volbu metody přípravy vzorku za vyhovující.  
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3.2.4 Matriční efekty 

Jedním z hlavních problémů, které ovlivňují odezvu analytů těkavých látek při použití 

metody vysokoúčinné kapalinové chromatografie, jsou matriční efekty. Matriční efekty jsou 

lokalizovány v iontovém zdroji, kde dochází ke změně účinnosti ionizace vlivem 

přítomnosti látek vycházející z kolony spolu s analytem. Matriční efekty vznikají kompeticí 

analyzované látky s jinou koeluovanou látkou o náboj. Projevují se u obou typů ionizace 

(ESI i APCI), ale pozorovatelné jsou mnohem více u ESI. 

Přítomnost netěkavých nebo málo těkavých látek spolu s analyzovanou látkou 

způsobuje, změnu ve vlastnostech kapky při ionizaci, kdy dochází ke změně tvorby kapky, 

či jejího vypařování. Výsledkem je snížení počtu iontů v plynné fázi, které doputují 

k detektoru, což může být způsobeno například křižnou reakcí mezi analytem a 

metabolitem, nebo naopak zvýšení počtu iontů v plynné fázi, které doputují k detektoru, což 

může být například způsobeno fragmentací metabolitů ve zdroji. 

Vliv na snížení či zvýšení odezvy detektoru může mít také kontaminace instrumentace, 

mobilních fází, či látek postupně uvolňovaných z nedostatečně promývané analytické 

kolony.  

Matriční efekty lze pro určitou kombinaci analyt/matrice vyjádřit procentuálně 

parametrem ME, který se získá ze sestrojení matriční a rozpouštěcí kalibrační závislosti a 

následného použití vztahu: 

ME =  
𝐴𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖č𝑛í 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑  

𝐴 𝑟𝑜𝑧𝑝𝑜𝑢š𝑡ě𝑑𝑙𝑜𝑣ý 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑
 ∙ 100 

kde A je plocha píků 

 

V Tabulce 11 jsou shrnuty naměřené hodnoty ploch píků získané při  rozpouštědlové 

kalibrační závislosti, připravené naředěním kalibrační řady viz kapitola 2.3.5, a při matriční 

kalibrační řadě, připravené naředěním kalibrační řady přímo v matrici nikoliv 

v rozpouštědle. Na Obrázcích 12 a 13 lze vidět zmíněné kalibrační závislosti vynesené do 

grafů. 

Výpočet míry matričních efektů – v případě neovlivnění odezvy detektoru matričními 

efektu je parametr ME roven 100 %. Pokud dochází ke snížení odezvy detektoru, je             

ME ˂ 100 %, při zvýšení signálu naopak ME ˃ 100 %. 
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Tabulka 11: příklad matričních efektů dvou měřených látek 

Analyt 
Croztoku 

[μg/l] 
Amatriční Arozpouštědlová 

ME 

[%] 

BPA 

 

1,0 271276 285955 95 

2,0 676441 584637 116 

5,0 1507467 1496552 101 

10,0 3026398 3100406 98 

25,0 6518940 9487784 69 

50,0 14493028 18028917 80 

Průměr ME    93 

BFDGE · 2HCl 

 

1,0 1252639 1803399 69 

2,0 2634583 3211857 82 

5,0 5702022 8241344 69 

10,0 11631840 15323975 76 

25,0 26120137 45175742 58 

50,0 55473587 85713229 65 

Průměr ME    70 

 

Určení matričních efektů pomocí rozpouštědlové a matriční kalibrace slouží k zjištění, 

do jaké míry nám matrice ovlivňuje odezvu analytu. Nejčastěji se matriční efekty vyjadřují 

v procentech jako rozdíl matričního efektu ku 100 %, což by znamenalo, že nepozorujeme 

žádný matriční efekt. Pokud se rozdíl dostává do záporných hodnot, dochází k poklesu 

odezvy analytu v důsledku matrice, naopak pokud se rozdíl dostává do kladných hodnot, 

dochází ke vzrůstu odezvy analytu vlivem matrice. U analytu BPA docházelo k 7% supresi 

odezvy, zatím co u BFDGE · 2 HCl docházelo až k 30% supresi odezvy. 
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Obrázek 12 – rozpouštědlová (×) a matriční (♦) kalibrační závislost odezvy detektoru na koncentraci 

látky pro BPA, kolona Sigma-Aldrich discovery C18, 150x2,1 mm, 5 µm, mobilní fáze hydroxid 

amonný (A) a methanol (B), průtok mobilní fáze 0,240 ml/min, doba analýzy 22 minut a objem 

nástřiku 5 µl, gradientová eluce (čas: 0, 1, 12, 18, 19, 22, A: 30, 30, 100, 100, 30, 30 %) 

 

 

Obrázek 13 – rozpouštědlová (×) a matriční (♦) kalibrační závislost odezvy detektoru na koncentraci 

látky pro BFDGE · 2 HCl, kolona Sigma-Aldrich discovery C18, 150x2,1 mm, 5 µm, mobilní fáze 

hydroxid amonný (A) a methanol (B), průtok mobilní fáze 0,240 ml/min, doba analýzy 22 minut         

a objem nástřiku 5 µl, gradientová eluce (čas: 0, 1, 12, 18, 19, 22, A: 30, 30, 100, 100, 30, 30 %) 
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3.3 Reálné vzorky piva  

Během měření bakalářské práce byla změřena přítomnost jednotlivých bisfenolů ve 14 

různých vzorcích dostupných plechovkových piv, které byly různou dobu po minimálním 

datu spotřeby a s různým obsahem alkoholu. Specifikace jednotlivých piv je uvedena 

v Tabulce 12, naměřené hodnoty koncentrací jsou shrnuty v Tabulce 13 a 14. Většina 

hodnot jednotlivých bisfenolů získaných ve vzorcích byla naměřena pod mezí detekce, nebo 

pod mezí stanovitelnosti, což dokazuje nepřítomnost, nebo velice nízkou přítomnost těchto 

škodlivých látek v měřených vzorcích plechovkových piv, i po vypršení minimálního data 

spotřeby. To vede k myšlence, že obsah těchto látek v plechovkových pivech, kterým 

nevypršelo minimální datum spotřeby, bude ještě nižší a není třeba obav při konzumaci 

těchto nápojů.  

Hodnoty přítomných bisfenolů, které jsou nad mezí stanovitelnosti, představují pouze 

mírné riziko, a to pouze v případě konzumace plechovkových piv, po minimálním datu 

spotřeby, které v sobě obsahují zvýšenou koncentraci těchto tělu škodlivých látek. 

Evropský úřad pro bezpečnost potravin (EFSA) stanovil v roce 2023 novou hodnotu 

maximálního tolerovaného denního příjmu BPA na 0,2 μg na kilogram tělesné váhy, což je 

20 000 krát menší hodnota, než byla původně stanovená z roku 2018, která činila 4 μg na 

kilogram tělesné váhy, tudíž zdravý dospělý člověk vážící v průměru 70 kilogramů by 

musel vypít přibližně 3 plechovky piva vzorku číslo 6 (viz Tabulka 12 a 13), který 

obsahoval nejvyšší naměřené množství BPA, aby překročil TDI. [26, 27] 

I přes zpřísnění maximální hodnoty TDI, i u vzorků s dvouletým překročením minimální 

doby trvanlivosti nejsou hodnoty závažně odstrašující, naopak většina vzorků, minimálně 

co se týče obsahu bisfenolů, by byla stále ke konzumaci přijatelná.  
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Tabulka 12: Přehled měřených vzorků dostupných plechovkových piv 

Vzorek Značka Specifikace 

Obsah 

alkoholu 

[%] 

Datum 

spotřeby 

1 Tyskie Gronie 5,2 23.05.2022 

2 Ciucas Brasov 4,6 25.08.2022 

3 Dreher Gold 5,0 27.08.2022 

4 
Velkopopovický 

Kozel 
10 Světlé výčepní 4,2 31.05.2022 

5 Platan 10 Světlé výčepní 4,0 26.01.2023 

6 BrouCzech Ležák 5,0 16.07.2022 

7 Zubr 
Grand 4x chmelený 

ležák 
4,8 31.01.2023 

8 Bruncvík Světlé výčepní 3,9 17.09.2022 

9 Staročech Polotmavý ležák 4,3 03.05.2022 

10 Konrad Světlý ležák 4,8 04.06.2022 

11 Svijany 
Prémiový ležák - 

nepasterizovaný 
4,6 12.12.2021 

12 Gambrinus 10 Originál 4,3 17.11.2021 

13 Pilsner Urquell 12 4,4 25.07.2022 

14 Argus 12 Maestic 4,8 17.11.2021 
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Tabulka 13: Vyhodnocení obsahu vybraných bisfenolů v jednotlivých vzorcích 

dostupných plechovkových piv 

Vzorek 
BPA 

[μg/l] 

BPB 

[μg/l] 

2,2'+2,4' 

BPF 

[μg/l] 

4,4' BPF 

[μg/l] 

1 0,6 <LOD <LOD <LOD 

2 1,2 <LOD <LOD <LOD 

3 1,3 <LOD <LOQ <LOD 

4 1,1 <LOD <LOQ <LOD 

5 0,8 <LOD <LOQ <LOD 

6 6,2 <LOD <LOQ <LOD 

7 0,9 <LOD <LOD <LOD 

8 <LOQ <LOD <LOQ <LOD 

9 1,9 <LOD <LOQ <LOD 

10 3,0 <LOD <LOD <LOD 

11 0,7 <LOD <LOQ <LOD 

12 0,8 <LOD <LOQ <LOD 

13 0,9 <LOD <LOD <LOD 

14 0,9 <LOD <LOG <LOD 
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V Tabulce 14 je uvedeno vyhodnocení obsahu  dvou vybraných metabolitů bisfenolů ve 

vzorcích dostupných plechovkových piv, zbylé metabolity nebyly ve vzorcích naměřeny 

v dostatečné koncentrace, aby jejich hodnotu bylo možno stanovit, proto nebyly do tabulky 

zahrnuty 

 

Tabulka 14: Obsah dvou vybraných metabolitů bisfenolů ve vzorcích dostupných 

plechovkových piv 

Vzorek 
BFDGE – 2 HCl 

[μg/l] 

BADGE - H2O 

[μg/l] 

4 2,3 <LOD 

7 1,1 <LOD 

9 <LOQ 1,1 

10 1,1 <LOD 

14 1,2 <LOD 
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4 Závěr 

V této práci byla ověřena metoda vysokoúčinné kapalinové chromatografie s hmotnostní 

detekcí pro stanovení a kvantifikaci stopových množství jednotlivých vybraných bisfenolů 

a jejich metabolitů ve vzorcích plechovkových piv, a to až při koncentračních hladinách          

1 μg/l. 

Nejprve byla metoda optimalizována za účelem nalezení ideálních podmínek separace 

jednotlivých bisfenolů a jejich dostupných metabolitů, a následně ověřena na dostupných 

vzorcích plechovkových piv, v nichž byly stanoveny jednotlivé koncentrační hladiny 

vybraných bisfenolů. Při měření byla použita chromatografická kolona                                      

Sigma-Aldrich discovery C18 (150×2,1 mm, 5 µm). Mobilní fáze byla složena ze směsi 

mobilní fáze A, která obsahovala 0,05% hydroxid amonný a mobilní fáze B, která 

obsahovala methanol. Průtoková rychlost mobilní fáze byla 0,240 ml/min, objem nástřiku 

vzorku byl 5 μl. 

Následně byla provedena validace metody, která zahrnovala určení správnosti a přesnosti 

metody na dvou vybraných koncentračních hladinách.  Koeficient determinace byl u všech 

analytů > 0,99, což ukazuje vyhovující lineární rozsah v rozmezí koncentrací od 1 μg/l do 

50 μg/l. Správnost a přesnost metody byla ověřena na dvou koncentračních hladinách. I přes 

to, že celková výtěžnost metody přípravy vzorku byla nižší, než bylo očekáváno a některé 

analyty nedosáhly výtěžnosti aspoň 70 %, byly hodnoty opakovatelnosti měření 

akceptovatelné, budeme-li brát v potaz, že hodnoty výtěžnosti a opakovatelnosti byly 

měřeny při nízkých koncentračních hladinách. Pokud by byl zvolen vhodnější interní 

standard, pravděpodobně by došlo ke zvýšení hodnot výtěžnosti metody tím, že by se pomocí 

interního standardu lépe korigoval vliv matričních efektů na odezvu analytů, na což 

probenecid nebyl ideální volbou 

Na závěr byla během měření bakalářské práce změřena přítomnost jednotlivých 

bisfenolů ve 14 různých vzorcích dostupných plechovkových piv s různým obsahem 

alkoholu, ve kterých byl možný nález těchto analytů. Podařilo se kvantifikovat analyt BPA 

ve 13 ze 14 vzorků, nejvyšší koncentrace tohoto analytu byla naměřena ve vzorku číslo 6. 

Ve vzorcích 4,7,9,10 a 14 bylo zároveň možno pozorovat zastoupení jednoho z metabolitů 

v nízkých koncentracích. 
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