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Název disertační práce: Využití separačních metod v klinickém výzkumu 

 

 

Disertační práce se zabývá vývojem a validací nových LC metod pro stanovení 

biologicky aktivních látek, zejména liposolubilních vitaminů (vitamin A, E, D) a jejich 

metabolitů. Vitaminy patří mezi nezbytné esenciální mikronutrienty, které lidský 

organismus není schopen syntetizovat s výjimkou steroidního hormonálního prekurzoru 

vitaminu D. V organismu vitaminy zasahují do řady biochemických reakcí buď přímo, 

nebo jako koenzymy. Zájem o klinické monitorování těchto látek se v posledních letech 

dostává stále více do popředí. 

Z důvodu velmi nízkých sérových koncentrací metabolitů vitaminu D (25-hydroxy 

vitaminu D3 a 25-hydroxy vitaminu D2) je třeba pro stanovení využít moderních 

instrumentálních technik, mezi které patří i spojení ultra-vysokoúčinné  kapalinové 

chromatografie s tandemovou hmotnostní detekcí. V případě sledovaní hladin vitaminů 

A (retinol) a E (α-tokoferol) v mateřském mléce a vitaminu E (α-tokoferol) 

v erytrocytárních membránách je vhodné využití klasické kapalinové chromatografie 

s detekcí diodového pole. Vzhledem k tomu, že předmětem zájmu jsou složité 

biologické matrice, je třeba do procesu zpracování zařadit přípravu vzorku před vlastní 

analýzou. Tato fáze je pro samotné stanovení analytů stěžejní, neboť má přímý vliv na 

úspěšnost celé analýzy a současně její kvalitní a správné provedení pozitivně ovlivní 

životnost instrumentálního systému. Disertační práce tedy zahrnuje komplexní pohled 

na průběh vyšetření, tzn. od odebrání, skladování a přípravy vzorku v rámci fáze 

preanalytické, přes fázi analytickou, až po zpracování a interpretaci výsledků ve fázi 

postanalytické. 

Po praktické stránce je práce rozdělena do čtyř tematických okruhů. První dva 

obsahují stanovení retinolu a α-tokoferolu v lidském mateřském mléce s využitím 

monolitických kolon a kolon s povrchově porézními částicemi. V rámci optimalizace a 

validace metody je popsáno vzájemné porovnání těchto kolon, jejich výhody a 

nevýhody. Další okruh se zabývá analýzou a klinickým monitorováním 25-hydroxy 

vitaminu D3 a 25-hydroxy vitaminu D2 pomocí systému UHPLC s tandemovou 



 

 

hmotnostní spektrometrií. Poslední práce popisuje přednosti spojení ultracentrifugace a 

extrakce na pevné fázi s následnou chromatografickou analýzou α-tokoferolu 

v membráně lidských erytrocytů. 

Všechny uvedené metodiky byly vyvinuty a validovány ve Výzkumné laboratoři 

III. interní gerontometabolické kliniky ve Fakultní nemocnici Hradec Králové a úspěšně 

publikovány v renomovaných analyticky orientovaných mezinárodních časopisech 

s impakt faktorem. 
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This thesis is devoted to development and validation of new LC methods for the 

determination of biologically active substances, specifically a fat-soluble vitamins 

(vitamin A, E and D) and theirs metabolites. Vitamins are essential micronutrients 

which cannot be synthesized by human organism with the exception of steroid 

hormone precursor of vitamin D. Vitamins are involved in biochemical processes of 

organism directly or as coenzymes. Interest in the clinical monitoring of these 

substances is increasing constantly over the last years. 

It needs to use modern instrumental techniques such as the UHPLC coupled with 

MS detection for the determination of vitamin D metabolites (25-hydroxy vitamin D3 and 

25-hydroxy vitamin D2) due to their low concentrations in serum. The use of classical 

liquid chromatography with diode array detection is suitable in case of monitoring of 

levels of vitamin A (retinol) and E (α-tocopherol) in breast milk and vitamin E (α-

tocopherol) in red blood cell membranes. The sample pretreatment procedure has to 

be included prior to analysis whereas the object of interest is a complex biological 

matrix. This stage is crucial for the determination of analytes, as it has a direct impact 

on the success of whole analysis, moreover its high quality and accurate performance 

will prolong the instrumental lifetime. Dissertation thesis therefore includes a 

comprehensive view at the investigation process, ie. the sample collection, storage and 

sample preparation within the preanalytical phase, over the analytical phase, through to 

processing and interpretation of the results in the postanalytical phase. 

 The experimental section is divided into four thematic parts. The first two parts of 

theses describes the determination of retinol and α-tocopherol in human breast milk 

using monolithic columns and columns with porous shell particles. The comparison of 

these columns, their advantages and disadvantages are discussed in the part of 

optimization and validation of the method. The following part is devoted to the analysis 

and clinical monitoring of 25-hydroxy vitamin D3 and 25-hydroxy vitamin D2 using 

UHPLC tandem mass spectrometry method. The final section of theses describes the 



 

 

preferential combination of ultracentrifugation and solid phase extraction followed by 

chromatographic analysis of α-tocopherol in the membrane of human erythrocytes. 

All aforementioned methods were developed and validated in the Research 

Laboratory at 3rd Internal Gerontometabolic Clinic at the University Hospital Hradec 

Králové and successfully published in analytically oriented international journals with 

impact factor. 

 



 

 

SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

APCI chemická ionizace za atmosférického tlaku 

α-TTP α-tokoferol transportní protein 

AA kyselina askorbová 
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CMIA chemiluminiscenční imunoanalýza na mikročásticích 

DBP vitamin D vázající protein 

DAD detektor diodového pole 

DHA kyselina dehydroaskorbová 

DHAR dehydroaskorbátreduktáza 

DLLME disperzní mikroextrakce z kapaliny do kapaliny 

DPX mikroextrakce pomocí naplněných špiček pipet 

ECLIA elektrochemiluminiscenční imunoanalýza 

ED elektrochemické detekce 

EIA enzymová imunoanalýza 

ELSD odpařovací detektor rozptylu světla 

EME elektromembránová extrakce 

ESI ionizace elektrosprejem 

FD fluorescenční detekce 

GC-FID plynová chromatografie s plamenově ionizační detekcí 

GC-MS plynová chromatografie s hmotnostní detekcí 

GPV proporcionální ventil 

GPX glutationperoxidáza 

GR glutationreduktáza 

HDL lipoproteiny o vysoké hustotě 

HF-LPME mikroextrakce s využitím dutého vlákna 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

KOH hydroxid draselný 

LDL lipoproteiny o nízké hustotě 

LLE extrakce kapalina-kapalina 

LOD limit detekce 

LOQ limit kvantifikace 

MEPS mikroextrakce tuhým sorbentem umístěným v mikrostříkačce 

MS hmotnostní spektrometrie 



 

 

MS/MS tandemová hmotnostní spektrometrie 

MTMS metyltrimetoxysilan 

NIST National Institute of Standards and Technology 

NMR nukleární magnetická rezonance 

NP-LC kapalinová chromatografie s normální fází 

PA polyakrylát 

PDMS polydimetylsiloxan 

PDMS-DVB polydimetylsiloxan-divinylbenzen 

PTH parathormon 

RAE ekvivalenty retinolové aktivity 

RANKL Receptor Activator of Nuclear factor Kappa B Ligand 

RBP retinol vazební protein 

RCF relativní odstředivá síla 

RE ekvivalenty retinolu 

RI detekce indexu lomu 

RIA radioimunoanalýza 

RP-LC kapalinová chromatografie s obrácenou fází 

RPM počet otáček dosažených za minutu 

RSD relativní směrodatná odchylka 

SBSE sorpční extrakce míchadlem 

SDME mikroextrakce na kapce  

SDS-PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v přítomnosti dodecylsíranu 

sodného 

SFE superkritická fluidní extrakce 

SEM skenovací elektronový mikroskop 

SLM kapalná membrána 

SPE extrakce na pevné fázi 

SPME mikroextrakce na pevné fázi 

SRM Standardní Referenční Materiál 

SST test vhodnosti systému 

TTR tyroxin vazební prealbumin, transtyretin 

TEOS tetraetoxysilan 

TMOS tetrametoxysilan 

UHPLC ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

UV/VIS ultrafialová – viditelná oblast světla 

VDR receptor pro vitamin D 

VLDL lipoproteiny o velmi nízké hustotě 



 

 

25-OH D2 25-hydroxycholekalciferol  

25-OH D3 25-hydroxyergokalciferol 
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1 ÚVOD 

  

Pro správné posouzení zdravotního stavu pacienta je třeba získat co nejvíce 

validních informací, které v sobě odrážejí změnu metabolismu organismu. Těmito 

informacemi jsou výsledky laboratorních vyšetření, které ve většině případů vedou ke 

stanovení správné diagnózy a následně i terapii pacienta. 

Na laboratoře, potažmo na instrumentální systémy, jsou postupem času kladeny 

stále přísnější požadavky na kvalitu analýz. Aby vyšší kvality mohl personál laboratoře 

dosáhnout, je třeba zlepšovat pracovní postupy a modernizovat laboratorní vybavení. 

Díky tomu je pak možné zpracovávat stále rostoucí počty vzorků v kratším čase a 

s nižšími finančními náklady a přitom získat přesnější a správnější data, než tomu bylo 

doposud. 

Rozvoj v oblasti instrumentální techniky zaznamenala v posledních letech 

kapalinová chromatografie. Jedná se o separační techniku, která je využívána v mnoha 

výzkumných, ale i rutinních laboratořích k identifikaci a kvantifikaci látek různé 

chemické povahy. Mnoho světově známých firem jako jsou např. Waters, Thermo 

Fisher, Agilent Technologies, Shimadzu či Dionex uvedlo na trh nové ultra-

vysokoúčinné  kapalinové chromatografy (UPLC, UHPLC, UFLC a další). Tyto systémy 

jsou schopné pracovat za extrémně vysokých tlaků, při nichž dosahují vyššího rozlišení 

a citlivosti oproti běžným kapalinovým chromatografům. Aby tyto systémy mohly 

dosahovat požadovaných výkonů, je nutné je využívat v kombinaci s vhodnou 

stacionární fází, mechanicky stabilní při vysokých tlacích. Zde se odkrývá další oblast, 

ve které došlo k nezanedbatelnému pokroku. Vývoj nových typů stacionárních fází se 

týkal monolitických kolon tzv. monolitické kolony 2. generace, dále kolon s povrchově 

porézními částicemi např. Kinetex, Ascentis Express, SunShell či Accucore. 

Trendem nynější doby je rychlá analýza, avšak aby bylo možné dosáhnout dané 

rychlosti, nesmí se zapomenout na náročnost preanalytické fáze, která zaujímá 60 až 

80% z celkového diagnostického procesu. Kromě stále běžně používaných technik pro 

úpravu vzorku jakými jsou extrakce na pevné fázi nebo extrakce kapalina-kapalina 

došlo k rozvoji mnoha moderních mikroextrakčních technik založených na výše 

uvedených klasických principech extrakce. Tyto nové techniky by měly usnadnit fázi 

přípravy vzorku s hlavním důrazem na zkrácení doby a snížení spotřebovaných 

objemů vzorků a rozpouštědel. Do skupiny mikroextrakčních technik patří např. 

mikroextrakce s využitím dutého vlákna HF-LPME, elektromembránová extrakce EME, 

mikroextrakce tuhým sorbentem umístěným v mikrostříkačce MEPS. 
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2 CÍL PRÁCE 

 

Hlavním smyslem disertační práce byl vývoj a validace nových moderních 

separačních metod na principu kapalinové chromatografie (HPLC-DAD a UHPLC-

MS/MS) pro stanovení liposolubilních vitaminů A, E, D a jejich metabolitů v 

různých biologických matricích. Důraz byl kladen na následné využití těchto metod 

v klinické i výzkumné laboratoři za účelem usnadnění a zefektivnění práce či rozšíření 

portfolia nabízených služeb. Nedílnou součástí vývoje byla i optimalizace a validace 

technik pro úpravu vzorku před vlastní chromatografickou analýzou se zaměřením na 

extrakci na pevné fázi, extrakci kapalina-kapalina a ultracentrifugaci. Vzorky krevního 

séra, mateřského mléka a erytrocytů byly získány z Výzkumné laboratoře III. interní 

gerontometabolické kliniky a Mléčné banky ve Fakultní nemocnici Hradec Králové. 

Experimenty byly rozděleny do čtyř částí. První dvě obsahovaly vývoj metody pro 

současné stanovení retinolu a α-tokoferolu v lidském mateřském mléce s využitím 

monolitických kolon a kolon s povrchově porézními částicemi a jejich vzájemné 

porovnání. Další práce se zabývala vývojem metody pro stanovení 25-hydroxy 

vitaminu D3 a 25-hydroxy vitaminu D2 pomocí UHPLC s tandemovou hmotnostní 

spektrometrií. Posledním úkolem bylo vyvinout nový extrakční postup pomocí spojení 

ultracentrifugace a extrakce na pevné fázi pro chromatografickou analýzu α-tokoferolu 

v membráně erytrocytů a nahradit tak doposud používanou extrakci kapalina-kapalina. 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 

 

3.1 Vitamin A 

 

Vitamin A původně nazývaný axeroftol je nejdéle známým vitaminem. Vyskytuje 

se ve třech aktivních formách souhrnně označované jako retinoidy. Do této skupiny 

patří retinol (alkoholová forma vitaminu A), retinal (aldehydová forma vitaminu A) a 

kyselina retinová (kyselina vitaminu A) [1], Obr. 1. Patří do skupiny vitaminů 

rozpustných v tucích a jeho molekula obsahuje šestičlenný β-jononový kruh s bočním 

řetězcem složeným ze dvou isoprenoidních jednotek. Podle počtu dvojných vazeb v 

šestičlenném kruhu se rozlišuje vitamin A1 (retinol) a A2 (3-dehydroretinol). Postranní 

řetězec má čtyři dvojné vazby, které mohou vytvářet příslušné cis-trans izomery, z 

nichž jen dva jsou fyziologicky účinné [2, 3]. 

 

 

Obr. 1: Chemická struktura vitaminu A 

 

3.1.1 Zdroje vitaminu A a jeho dávkování 

Vitamin A se vyskytuje převážně v živočišných potravinách jako prekurzor 

retinoidů, z nichž je 10% v podobě retinolu a 90% v podobě retinyl esteru, a tvoří hlavní 

zásobní formu vitaminu A. Čtvrtina až třetina příjmu vitaminu A pochází z ovoce a 

zeleniny ve formě provitaminů karotenoidů a to konkrétně β-karotenu [1]. Provitaminy 

karotenoidů jsou obsaženy hlavně v tmavě zelené a žluto-oranžové zelenině jako je 

mrkev, paprika, rajčata, špenát, dýně a v oranžově zbarveném ovoci jako jsou 

meruňky, broskve, melouny. Nejlepším živočišným zdrojem vitaminu A jsou játra, rybí 

tuk (tresčí olej), mléko, máslo, sýry [3]. 

Pro hodnocení příjmu karotenoidů z potravy byl používán tzv. ekvivalent retinolu 

(RE) a v roce 2001 byl nově definován ekvivalent retinolové aktivity (RAE), kdy 1 mg 

RAE = 1 µg all-trans-retinolu = 2 µg β-karotenu v oleji = 12 µg β-karotenu z potravy = 

24 µg ostatních karotenoidů – provitaminů A z potravy [3]. 
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Doporučené dávkování vitaminu A pro muže starší 19 let jsou stanoveny na 

900 µg RAE/den a 700 µg RAE/den pro ženy ve stejném věku. V ČR je pro těhotné a 

kojící matky doporučován příjem 1600 µg retinolu/den, pro děti do 3 let 400 µg/den. 

Pro děti mezi 4. - 6. rokem se dávka zvyšuje na 500 µg retinolu/den, pro 7-10-ti leté na 

700 µg/den, pro starší je doporučován stejný příjem retinolu A jako pro dospělé. 

Nejvyšší tolerovatelná hranice příjmu retinolu činí 3000 µg/den pro muže i ženy, u 

těhotných a kojících žen se podle věku pohybuje mezi 2800–3000 µg/den, u dětí tato 

hranice činí 600 µg do 3 let, 900 µg do 8 let, 1700 µg do 13 let a 2800 µg retinolu/den 

do 18 let [2].  

Normální hladiny retinolu v séru české populace jsou pro muže 0,92 - 2,76 µmol/l 

a pro ženy 0,88 - 2,64 µmol/l [4]. Pro substituční terapii při nedostatku vitaminu A se 

denní dávky tohoto vitaminu pohybují mezi 25 000 a 50 000 IU (3330 IU odpovídá 1mg 

retinolu) [5]. Deficit vitaminu A se nejdříve klinicky manifestuje v tkáních jako je sliznice 

a kůže. Na kůži se objevuje suchost, olupování, hyperkeratóza, akne vulgaris. Ve 

vlasech lze při vyšetření zjistit rohovatění folikulů, suché vlasy, u nehtů je pozorována 

zvýšená lámavost. Na oku se objevuje xeroftalmie, konjunktivitida, dochází k 

poškození rohovky až k oslepnutí. Změny v průduškách jsou doprovázeny zvýšenou 

náchylností k infekcím, v ledvinách se snáze vytvoří kameny, poruchy střevní výstelky 

mohou vést k průjmům. U dětí se zastavuje růst, hojení ran je zpomaleno [2, 6]. 

Vitamin A je spolu s vitaminem D jediný vitamin, jehož předávkování může 

způsobit hypervitaminózu. U lidí se vyskytuje vzácně, může snad nastat při 

nadměrném příjmu potravou, v dnešní době spíše při chybném užívání 

koncentrovaných vitaminových preparátů. Jednorázová dávka vitaminu A, která může 

způsobit akutní intoxikaci, činí u dospělých 0,5–1,0 milion IU retinolu, u dětí postačí již 

100 000 IU retinolu. Významnější, co do výskytu, je u vitaminu A toxicita chronická, 

tedy projevy otravy navozené pravidelným a dlouhodobým požíváním dávek vyšších 

než doporučených, ale zároveň nižších než dávky, při kterých se otrava projeví akutně. 

Chronická intoxikace nastává u dospělých při dávkách 50 000–100 000 IU vitaminu 

A/den, u dětí postačí dávka 12 000–60 000 IU vitaminu A/den. Projevuje se celkovou 

únavou, apatií, bolestmi hlavy, nauzeou, zvracením, slabostí, zvětšením jater, suchostí 

a svěděním kůže, nechutenstvím, zvýšenou krvácivostí, tvorbou ragád na sliznici 

dutiny ústní a bolestmi kloubů. Nejzávažnějším projevem je předčasné uzavření epifýz 

a zástava růstu u dětí [2, 6, 7]. 
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3.1.2 Metabolismus vitaminu A 

Retinol i karotenoidy se vstřebávají v tenkém střevě, přičemž karotenoidy se 

vstřebávají jen zčásti. Omezené vstřebávání je navíc u dětí, starých osob, pacientů s 

poruchou funkce pankreatu či sekrece žluči. Samotné karotenoidy se konvertují na 

retinol ve střevní stěně a Kupferových buňkách jater za pomoci enzymu karotinázy. Z 

molekuly β-karotenu po rozložení ve střevní sliznici vznikají dvě molekuly retinolu při 

tzv. symetrickém štěpení, ale bylo zjištěno, že u savců za silně oxidačních podmínek a 

při vysokých dávkách β-karotenu může docházet i ke štěpení asymetrickému, které 

poskytuje oxidační produkty apokarotenaly, u nichž bylo prokázáno toxické působení. 

Účinnost přeměny klesá s rostoucí dávkou, proto ani při vysokém příjmu β-karotenu 

otrava vitaminem A nehrozí. Existují i další méně významné provitaminy s menší 

účinností (α-karoten, γ-karoten, kryptoxantin), z jejichž molekuly vzniká pouze 1 

molekula vitaminu A. Po resorpci ze zažívacího traktu dochází v enterocytech k 

esterifikaci retinolu a následnému transportu lymfatickou cestou ductus thoracicus ve 

vazbě na chylomikrony do jater, kde je metabolizován a akumulován, Obr. 2 [2, 3, 6].  

 

 

 

Obr. 2: Transport vitaminu A od zdroje do jater [3] 

 



TEORETICKÁ ČÁST – VITAMIN A 

19 

Část retinolu se žlučí vylučuje do střeva a podléhá enterohepatálnímu oběhu. 

Protože retinol jako zástupce v tuku rozpustných vitaminů je ve vodě nerozpustný, 

zajišťují jeho transport v krvi k cílovým buňkám speciální bílkoviny – retinol vazební 

protein (RBP) a tyroxin vazební prealbumin (TTR, transtyretin) [8]. Sérové hladiny 

vitaminu A jsou tak kontrolovány homeostatickým mechanizmem, který určuje právě 

koncentrace uvedených bílkovin. Koncentrace retinolu v séru klesají až po vyčerpání 

jaterních zásob. Pouze v případě akutní fáze odpovědi organizmu na infekci hladina 

retinolu v séru dočasně klesá a neodráží stav jaterních zásob. Menší zásoby retinolu 

se tvoří i v dalších tkáních, pro jejichž funkci je nezbytný (plíce, oči, sliznice respirační 

nebo gastrointestinální trakt) [2]. 

 

3.1.3 Biologická funkce vitaminu A 

Vitamin A zasahuje do řady fyziologických pochodů v lidském těle, Obr. 3. K 

základní funkci patří ovlivňování metabolizmu rodopsinu, tedy procesu vidění, aktivní 

formou 11-cis-retinalu. Dále působení kyseliny retinové na diferenciaci, růst epitelových 

buněk (sliznice, kožní a krvetvorné buňky) a na syntézu bílkovin, nukleových kyselin a 

lipoproteinů. Je nezbytný i pro udržení stability biologických membrán, pro diferenciaci 

a zrání pohlavních buněk a pro vývoj plodu (retinol, retinal). Patří k látkám 

s antioxidační aktivitou, má antikarcinogenní účinky [6]. Podstata jeho působení se 

koncentruje do oblasti tzv. zhášení (quenching) singletového molekulárního kyslíku. 

Tento metabolit, který není považován za volný radikál, vzniká fotochemickou reakcí, 

enzymaticky nebo při procesu peroxidace lipidů v membránách (fotoexcitace, 

chemiexcitace) a je velmi reaktivní okysličující agens o vysoké energii [2]. 

 

 

Obr. 3: Biologická funkce vitaminu A [3] 
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3.1.4 Metody stanovení vitaminu A 

Hladina retinolu v séru není považována za dostačující pro přesné stanovení 

nutričního stavu jednotlivce. V tomto případě se používá zátěžový test, kdy se sleduje 

odezva sérové hladiny na příjem 7,5 mg ekvivalentu retinolu: zvýší-li se o více než 

15 %, indikuje marginální deficit vitaminu A v organizmu, při nižší nebo žádné odezvě 

je saturace organizmu vitaminem A považována za dostačující [2]. 

Vitamin A byl doposud stanoven v různých typech vzorků s využitím 

nejrůznějších technik. Ve většině studií je nejčastěji zastoupen měřící princip 

kapalinové chromatografie. Z prvopočátku se pro separaci používala normální 

stacionární fáze (NP-LC) s mobilní fází složenou např. z n-hexanu a isopropanolu [9, 

10] a postupem času začaly převládat metody s reverzní stacionární (RP-LC) a mobilní 

fází obsahující metanol s vodou [11] nebo směs metanolu, acetonitrilu a chloroformu 

s BHT [12]. Technologie HPLC poskytuje rychlou, citlivou a přesnou analýzu ve spojení 

s různými detekčními principy. Lze použít UV detekci s fixní vlnovou délkou 325 nm, 

detekci s diodovým polem [11, 13], fluorescenční detekci s excitační vlnovou délkou 

340 nm a emisní vlnovou délkou 520 nm [14] a nebo také elektrochemickou detekcí 

[15]. Vitamin A byl také stanoven kapilární elektroforézou a mikroemulzní 

elektrokinetickou chromatografií. V poslední době byla použita kapalinová 

chromatografie s detekcí APCI-MS / MS pro analýzu karotenoidů v séru [16], ESI-MS 

pro stanovení karotenoidů a all-trans-retinolu v rybích jikrách [17], či APCI-MS pro 

analýzu β-karotenu, retinolu a retinyl acetátu a retinyl palmitátu v ovocných džusech 

[18]. 
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3.2 Vitamin E 

 

Vitamin E je znám jako jeden z nejvíce důležitých antioxidantů v organismu 

působících proti účinkům toxických radikálů. Mezi dva hlavní zástupce vitaminu E patří 

tokotrienoly a tokoferoly. Obě tyto skupiny jsou dále rozděleny na alfa (α), beta (β), 

gama (γ) a delta (δ) izomery (vitamery) [19, 20] odlišující se od sebe polohou metylové 

skupiny na chromanolovém kruhu, Obr. 4 [21]. Tokoferoly mají základní chemickou 

strukturu charakterizovanou dlouhým fytylovým řetězcem připojeným na druhou pozici 

chromanolového kruhu, zatímco tokotrienoly se od nich odlišují přítomností dvojné 

vazby ve fytylovém řetězci [22]. 

 

 

Obr. 4: Chemická struktura tokoferolů a tokotrienolů 

 

α-Tokoferol je chemicky nejvíce aktivní forma vitaminu E z důvodu přítomnosti 

aktivního vodíku hydroxy skupiny na uhlíku C6 [23] a je i nejhojnější forma vyskytující 

se v lidském séru [19]. α-Tokoferol účinně přenáší atom vodíku na lipid-peroxylový 

radikál za vzniku lipid hydroperoxidu a α-tokoferoxyl radikálu. α-Tokoferoxyl radikál 

dále reaguje s druhým lipid-peroxylovým radikálem za vzniku adičního produktu 

8a-(lipid-dioxy)-α-tokoferonu [24]. Struktura α-tokoferolu obsahuje tři chirální centra na 

pozicích 2, 4, 8, z čehož plyne, že může vzniknout 8 individuálních stereoizomerů 

(RRR, RSR, RRS, RSS, SRR, SSR, SRS a SSS). Organickou syntézou vzniká směs 

všech těchto forem nazvaná all-rac-α-tokoferol, zatímco v rostlinách má hlavní 

zastoupení RRR forma, jejíž biologická účinnost je 1,36× vyšší než u syntetického 

analogu [25-27]. 
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3.2.1 Zdroje vitaminu E a jeho dávkování 

Tokoferoly jsou hlavními přírodními antioxidanty, tvoří se jen v rostlinách a jsou 

přítomny ve všech lipidech rostlinného původu. Zdrojem α-tokoferolu je olej z obilných 

klíčků, rostlinné oleje [28-30] (slunečnicový, řepkový, sójový, palmový), dále jsou ve 

větším množství obsaženy v jádrech ořechů, kukuřici, hrášku, obilných výrobcích a v 

některých zeleninách. Ze živočišných zdrojů jsou nejbohatší vejce, játra a ostatní 

vnitřnosti, vepřové a králičí maso [2].  

V komerčně vyráběných přípravcích pochází α-tokoferol buď z přírodních zdrojů 

(RRR- α-tokoferol), nebo byl vyroben synteticky (all-rac-α-tokoferol), ale v obou 

případech může být α-tokoferol ve volné nebo esterifikované formě (acetát, sukcinát, 

nikotinát). 

Výživová doporučená dávka vitaminu E pro obyvatele ČR činí 12,5 mg/den. 

Doporučená denní dávka (Recommended Dietary Allowances, RDA) v USA z roku 

1989 je 10 mg pro kategorii mužů a 8 mg pro ženy. V roce 2000 byly v USA, Kanadě, 

Německu, Švýcarsku a Rakousku publikovány nové referenční hodnoty pro denní 

příjem vitaminu E vyjadřované v ekvivalentech RRR-α-tokoferolu (TE): pro muže od 14 

do 25 let ve výši 15 mg TE/den, do 50 let 14 mg TE/den, do 65 let 13 mg TE/den a pro 

starší 12 mg TE/den. Pro ženy do 65 let doporučený příjem činil 12 mg TE/den, pro 

starší 11 mg TE/den. Podle Gassmana a Monsena byla doporučená denní dávka 

vitaminu E pro děti od 1 do 8 let stanovena ve výši 6–7 mg/den, pro děti od 9 do 13 let 

ve výši 11 mg/den, pro muže i ženy od 14 let ve výši 15 mg α-tokoferolu na den [2, 31]. 

 

3.2.2 Metabolismus vitaminu E 

Absorpce vitaminu E probíhá v tenkém střevě. Účinnost vstřebávání závisí na 

povaze tuku, který je současně vstřebáván. Nasycené mastné kyseliny se středním 

řetězcem absorpci podporují, zatímco polynesaturované n-3 a n-6 ji mohou dokonce 

inhibovat. Míra absorpce závisí na podaném množství vitaminu E, při normálním 

obsahu tuku v potravě činí asi 52 % z dávky 12 mg a jen 30 % z dávky 24 mg. V praxi 

se pro absorpci vitaminu E ze zažívacího traktu počítá s průměrnou hodnotou 30 %. 

90 % vstřebaného vitaminu je cestou ductus thoracicus transportováno do lymfy, 

zbytek do krve. 

Vzhledem ke své hydrofobní povaze je α-tokoferol přepravován v plazmatických 

lipoproteinech a dráhy zapojené do jeho buněčného vychytávání jsou úzce spojeny s 

metabolismem lipoproteinů. 65 % tokoferolu je přenášeno v LDL, 8 % v VLDL a 24 % v 

HDL frakci [2, 32-34]. Vitamin E je obsažen ve všech tkáních, přičemž nejvyšší 

koncentrace byly stanoveny v tukové tkáni a v játrech. α-Tokoferol transportní protein 
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(α-TTP) je důležitý regulátor stavu vitamínu E, který se podílí na inkorporaci 

α-tokoferolu do lipoproteinů secernovaných z hepatocytů. V plazmě, játrech, ledvinách 

a plících je tokoferol metabolizován rychleji (poločas 5–7 dní) na rozdíl od tukové 

tkáně, ve které je jeho obsah nejvyšší [2, 35]. 

 

3.2.3 Biologická funkce vitaminu E 

Vitamin E v lidském organizmu aktivně vstupuje do řetězové reakce, přerušuje 

kaskádu reakcí volných radikálů a chrání biomembrány [36] před oxidativním atakem 

těchto radikálů. α-Tokoferol chrání lipidy buněčných membrán a lipoproteinů o nízké 

hustotě [37] tak, že minimalizuje formování sekundárních radikálů vychytáváním 

peroxylových radikálů, které přeměňuje na hydroperoxidy a odstraňuje 

glutationperoxidázou (GPX). Rychlou reakcí α-tokoferolu s peroxylovými radikály 

vznikají tokoferoxylové radikály, které jsou redukovány reakcí s askorbátem (AA) za 

vzniku dehydroaskorbátu (DHA). Následuje regenerace kyseliny askorbové, kterou 

zajišťuje enzym dehydroaskorbátreduktáza (DHAR) s glutationem za vzniku dimeru 

glutationdisulfidu (GSSH). Oxidovaná forma glutationu je účinkem 

glutationreduktázy (GR) přeměněna zpět na redukovaný glutation [38, 39], Obr. 5. 

 

 

Obr. 5: Mechanismus regenerace vitaminu E [38] 

 

 

α-Tokoferol je buněčná signalizační molekula, která ovlivňuje buněčné receptory, 

transkripční faktory, genovou expresi, hladinu bílkovin a enzymové aktivity specifických 
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molekulárních cílů vitaminu E [34]. Ovlivňuje buňky hladké svaloviny cévní stěny, 

inhibuje proliferaci buněk hladkého svalstva, snižuje aktivitu proteinkinázy C v krevních 

destičkách a monocytech, zvyšuje aktivitu fosfoproteinfosfatázy 2A. Působení α-

tokoferolu bylo pozorováno v kaskádě kyseliny arachidonové, kde zvyšuje aktivitu dvou 

enzymů cyklooxygenázy a cytosolické fosfolipázy a vyvolává tak zvýšené uvolňování 

prostacyklinu, závislé na dávce α-tokoferolu. Prostacyklin působí jako vazodilatační 

agens a inhibitor agregace krevních destiček [2]. 

Některé studie ukazují, že použití vitamínu E může přispět ke snížení rizika 

specifických chronických a degenerativních onemocnění, jako je Alzheimerova 

choroba, věkem podmíněná makulární degenerace [40], některých typů rakoviny [41], 

šedého zákalu a ischemické choroby srdeční [23]. Vitamin E působí protizánětlivě, má 

antiagregační, protirakovinné a osteo- a neuro-ochranné účinky [19]. 

Deficience vitaminu E se u lidí vyskytuje jen velmi zřídka a prakticky nikdy jako 

výsledek nedostatečné výživy. Převážně se projevuje jako výsledek genetických 

abnormalit ve specifické transportní bílkovině pro α-tokoferol (α-TTP) nebo jako 

výsledek malabsorpce tuků. Pacienti s familiárním nedostatkem vitaminu E, který 

vzniká jako genetický defekt v genu pro α-TTP, mají dramaticky snížené hladiny 

vitaminu E v plazmě a neurologická onemocnění pro tento nedostatek charakteristická 

(spinocerebrální ataxie, myopatie). Periferní neuropatie se pravděpodobně vyvíjí díky 

poškození nervů volnými radikály a destrukcí senzorických neuronů, mohou vznikat i 

svalové dystrofie. Obecně se při nedostatku vitaminu E popisují poruchy metabolismu 

nervstva, svalů a kapilární permeability. Anémie z nedostatku vitaminu E se objevuje 

zejména u dětí jako důsledek poškození volnými radikály. Zkrácená životnost 

erytrocytů a zvýšená citlivost k hemolýze vyvolané peroxidy se objevují nejen u těžkých 

deficitů, ale také při marginálním nedostatku vitaminu E u hypercholesterolemických 

osob [2]. 

 

3.2.4 Metody stanovení vitaminu E 

 Kromě analýzy vitaminu E v olejích, kdy může být vzorek pouze po naředění 

nastříknut přímo do HPLC systému, musí být v ostatních případech extrahován 

z matrice vzorku a mnohdy i zakoncentrován. Vitamin E není chemicky vázaný na 

proteiny, lipidy či sacharidy a použití agresivních reagencií a podmínek pro jeho 

uvolnění není nutné a může zničit vitaminy. Vitamin E může být vázán na jiné 

komponenty matrice, a proto je důležité volit vhodné metody pro úpravu vzorku [29]. 

V literatuře je popsáno mnoho metod přípravy vzorku a mezi hlavní zástupce 

patří deproteinace organickým rozpouštědlem např. etanolem nebo metanolem, 
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saponifikace hydroxidem draselným (KOH), extrakce kapalina-kapalina (LLE), 

superkritická fluidní extrakce (SFE), disperzní kapalinová mikroextrakce (DLLME) [42-

47]. Pro ochranu vitamínu E před oxidací se využívají antioxidanty jako je BHT, 

kyselina askorbová nebo pyrogallol [43]. Jako extrakční činidlo je nejběžněji používán 

samotný hexan nebo ve směsi s malým množstvím více polárního rozpouštědla např. 

etanol, etylacetát, isopropyleter (ne více než 5% směs). 

Ke stanovení vitaminu E lze využít plynové chromatografie (GC) ve spojení 

s plamenově ionizační detekcí (GC-FID) nebo s hmotnostní detekcí (GC-MS), která 

umožňuje identifikaci metabolitů vitaminu E. HPLC a UHPLC separace tokoferolů 

představuje rychlou, jednoduchou, citlivou a více robustní metodu ve srovnání 

s plynovou chromatografií. Separace tokoferolů pomocí LC se provádí na normálních i 

reverzních stacionárních fázích. Kolony s normální fází umožňují separaci všech 

izomerů, zatímco separace - a -tokoferolu pomocí kolony s reverzní fází není 

snadná. Výtěžnost může být jedním z hlavních problémů při stanovení vitaminu E a 

v případě ztrát analytu v průběhu procesu přípravy vzorku řeší problém zařazení 

vnitřního standardu. Při stanovení tokoferolů se často používá tokol či 5,7-dimetyltokol. 

V některých případech jsou jako vnitřní standard použity -, -tokoferol nebo -

tokotrienol, ačkoliv mohou být přítomny ve vzorku. Široce využívaná je i syntetická 

forma vitaminu E α-tokoferol acetát, ale nelze jej využít pro elektrochemickou či 

fluorescenční detekci [29]. 

Kromě výše uvedených principů lze využít pro analýzu tokoferolů ve spojení s 

kapalinovou chromatografií elektrochemické detekce (ED), fluorescenční detekce (FD), 

UV detekce a detekce rozptylu světla (ELSD). HPLC-ED je nejvíce citlivý a specifický 

typ detekční techniky z důvodu nízkého oxidačního potenciálu tokoferolů. ED je 

vhodnější pro RP-HPLC, protože jsou potřebné elektrolyty dobře mísitelné s vodnou 

mobilní fází. FD je v porovnání s ED desetkrát méně citlivá, ale vždy rozhoduje složení 

mobilní fáze, které značně ovlivňuje fluorescenci a vodivost v ED. Nicméně výběr FD je 

vhodnější z hlediska kompatibility s NP-HPLC. HPLC-UV představuje 1000× nižší 

citlivost v porovnání s ED, ale přesto je nejčastější volbou z dostupných detekčních 

technik a navíc v případě detektoru diodového pole (DAD) umožňuje získat celé 

spektrum v reálném čase [29]. 
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3.3 Vitamin D 

 

Vitamin D se vyskytuje ve dvou formách – ergokalciferol (vitamin D2) 

a cholekalciferol (vitamin D3). Ergokalciferol je látka rostlinného původu přijímána 

potravou, která vzniká z ergosterolu působením UV záření. Cholekalciferol si 

organismus vytváří ze steroidního prekurzoru 7-dehydrocholesterolu v kůži působením 

UV záření [48, 49], Obr. 6. Obě tyto formy se vzájemně liší strukturou postranního 

řetězce - ergokalciferol obsahuje dvojnou vazbu mezi C22–23 a další metylovou 

skupinu na uhlíku C24. Biologický efekt obou látek na lidský organismus je 

ekvivalentní. Protože je kalciferol endogenním produktem lidského organismu, ze 

kterého jsou syntetizovány vlastní účinné látky hormonální povahy, nevyhovuje přesně 

definici vitaminu, ale je považován za prehormon [50-52]. 

 

 

Obr. 6: Struktura vitaminu D2 a D3 a jejich prekurzorů [48] 

 

3.3.1 Zdroje vitaminu D a jeho dávkování 

Ve stravě se vitamin D vyskytuje ve dvou formách. V potravinách rostlinného 

původu zejména v obilovinách a zelenině je obsažen ergokalciferol, zatímco 

cholekalciferol je obsažen v potravinách živočišného původu, jako jsou některé druhy 
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ryb (makrela, tuňák, sleď, sardinka), mléčné výrobky (mléko máslo), vaječný žloutek a 

játra. 

Podmínkou syntézy vitaminu D v kůži je dostatečná expozice slunečnímu 

záření UVB a ta je závislá na: typu kůže (lidé tmavé pleti potřebují delší 3x – 10 x delší 

dobu expozice), ročním období, zeměpisné šířce, používání oblečení a slunečních 

krémů s UV filtrem a na věku (s vyšším věkem klesá schopnost tvorby vitaminu D 

v kůži, ve stáří až o ¾) [51, 52]. Referenční meze jsou zobrazeny v Tab. 1. 

 

Tab. 1: Referenční hodnoty kalcidiolu (25-OH vitamin D) v lidském séru pro českou 

populaci [49] 

Těžká nedostatečnost <25nmol/L 

Nedostatečnost 25 - 49 nmol/L 

Mírný nedostatek 50 – 74 nmol/L 

Dostatečná hladina 75 - 150 nmol/L 

Riziko intoxikace > 500 nmol/L 

 

 

Dávkování vychází z doporučení Endocrine Society 2011 EMAS (European 

Menopause and Andropause Society 2011). Při snížené hladině vitaminu D začíná 

léčba substituční dávkou, která je vyšší a měla by být laboratorně sledována a při 

dosažení hladiny 25-OH vitaminu D nad 72,5 nmol/l je dávka adekvátně snížena na 

udržovací [49, 53], Tab. 2. Substituce izomery D2 a D3 je ekvivalentní tj. se stejným 

biologickým efektem. 

 

Tab. 2: Doporučené dávkování vitaminu D podle EMAS [49] 

Věk Udržovací dávka 

(IU/denně) 

Substituční dávka 

(IU/denně) 

0 – 1 rok 400 2000/den nebo 

50 000/6 týdnu 1 – 18 let 600 – 1000 

18 – 50 let min 600 6000/d či 50 000 týdně / 2 
měsíce 

50 – 65 let 600 – 800 

nad 65 let 800 

Postmenopauzální ženy 
(EMAS) 

800 – 1000 4000-10 000/den 

Kojící ženy min 600 1500-2000 

Obézní pacienti 2-3x ↑ dávkování  
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3.3.2 Metabolismus vitaminu D 

K fotochemické syntéze vitaminu D3 dochází v kůži, kde je provitamín D3 

7-dehydrocholesterol konvertován na previtamin D3 7-dehydrocholekalciferol 

působením UVB záření o vlnové délce 230–313 nm, který je následně termickou 

izomerací přeměněn na vlastní vitamin D3 (cholekalciferol). Může být také absorbován 

z přírodních či obohacených potravin nebo doplňků spolu s vitaminem D2 

(ergokalciferol). 

Následně jsou transportovány krevním řečištěm vázané z 85% na DBP (vitamin 

D vázající protein) a z 15% na albumin do jater, kde dochází k prvnímu kroku aktivace 

vitaminu D. Účinkem enzymu 25-hydroxylázy (kódovaná genem CYP2R1 [54]) dochází 

k hydroxylaci na uhlíku C25 a konverzi ergokalciferolu na 25-OH vitamin D2 a 

cholekalciferolu na 25-OH vitamin D3. Dohromady jsou metabolity nazývané také jako 

kalcidiol. 

K druhému metabolickému kroku dochází v ledvinách, přesněji v mitochondriích 

buněk proximálního kanálku, kde působením enzymu 1-α-hydroxylázy (kódovaná 

genem CYP27B1 [55]) dochází ke konverzi 25-OH vitaminu D2 na 1,25(OH)2 vitamin D2 

a 25-OH vitaminu D3 na 1,25(OH)2 vitamin D3. Aktivita enzymu 1-α-hydroxylázy byla 

prokázána také v placentě [56], kůži, lymfatických uzlinách, slinivce, střevě, plicích, 

kostech a dalších tkáních [49, 52, 57-59], Obr. 7. Oba metabolity jsou též nazývané 

jako kalcitriol, jehož plazmatická koncentrace je o 3 řády nižší než u kalcidiolu. 
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Obr. 7: Metabolismus vitaminu D znázorněn ve vzorcích a schematicky [48, 57] 

 

 

Produkce kalcitriolu je v ledvinách limitována účinkem enzymu 24-hydroxylázy 

(kódovaná genem CYP24A1), která tvoří z kalcidiolu metabolicky neaktivní 24,25 (OH)2 

vitamin D. Tento enzym tedy reguluje produkci kalcitriolu a zároveň deaktivuje kalcitriol 

na biologicky neaktivní metabolit 1,24,25 (OH)3 vitamin D [60, 61]. 

 

3.3.3 Biologická funkce vitaminu D 

Kalcidiol je hlavní cirkulující forma vitaminu D, ale je biologicky neaktivní. Aktivní 

formu vitaminu D představuje kalcitriol, což je hormon, který reaguje na deficit vápníku 

tím, že stimuluje vstřebávání vápníku a fosfátů v tenkém střevě. Dále nepřímo přes 

parathormon zvyšuje osteoresorpci stimulací diferenciace osteoklastů zprostředkované 

systémem RANKL/RANK (Receptor Activator of Nuclear factor Kappa B Ligand) [49, 

61-63]. Při zvýšení sérové koncentrace vápníku má kalcitriol opačný efekt, kdy snižuje 
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parathormonem indukovanou kostní resorpci tzn. společně s PTH a kalcitoninem patří 

mezi hlavní regulační hormony kalciumfosfátového metabolismu [48]. Účinek kalcitriolu 

je zajištěn receptorem VDR (receptor pro vitamin D), který se nachází prakticky ve 

všech tkáních lidského organismu. 

Účinky lze rozdělit na kalciotropní, řízené renální 1-α-hydroxylázou a non-

kalciotropní, řízené extrarenální 1-α-hydroxylázou [64]. Mezi hlavní neskeletální 

tkáňové účinky vitaminu D je možné zařadit následující: 

- Svalový aparát – kalcitriol stimuluje tvorbu svalových bílkovin a jeho deficit vede k 

sarkopénii. 

- Imunitní systém - kalcitriol je nezbytný k regulaci činnosti T i B lymfocytů, 

makrofágů, a jeho deficit je spojen se sníženou obranyschopností, tj. vede ke 

zvýšenému riziku především respiračních infekcí. 

- Kardiovaskulární systém - kalcitriol snižuje produkci reninu v ledvinách a tím 

ovlivňuje krevní tlak a dále ovlivňuje činnost endoteliálních buněk. Nedostatek vede 

k edoteliální dysfunkci a potencuje rozvoj aterosklerózy. 

- Diabetes mellitus - kalcitriol ovlivňuje produkci inzulinu. Koncentrace kalcitriolu i 

kalcidiolu negativně korelují s hladinou glykémie na lačno a inzulínu, naopak 

pozitivně korelují s indexem citlivosti k inzulínu a HDL cholesterolu. 

- Nervový systém - nízká hladina kalcidiolu může hrát důležitou roli ve vývoji 

roztroušené sklerózy [65]. Snížené hladiny byly zjištěny také u pacientů s 

Alzheimerovou a Parkinsonovou chorobou [66]. 

- Nádorová onemocnení - vitamin D indukuje buněčnou diferenciaci a inhibuje jejich 

proliferaci. Dlouhodobě nízké hladiny kalcidiolu jsou spojeny s vyšším rizikem vzniku 

karcinomu prsu, prostaty, tlustého střeva [49, 64, 67, 68]. 

 

3.3.4 Metody stanovení vitaminu D 

Kalcidiol je považován za “zlatý standard“ pro určení hladiny vitaminu D, jelikož 

nejlépe vypovídá o dlouhodobém stavu zásobení organismu tímto vitaminem. 

Ke stanovení vitaminu D se převážně využívají imunochemické metody - 

vazebné testy na principu soutěživé (kompetitivní) vazby na vitamin D vazebný protein 

a vazebné testy na principu nesoutěživé vazby na receptory pro vitamín D. V menší 

míře se využívají chromatografické metody - kombinace extrakce organickými 

rozpouštědly a chromatografických metod, kombinace HPLC a fotometrie v UV oblasti, 

LCMS/MS (kapalinová chromatografie s tandemovou hmotnostní spektrometrií) [69]. 

Mezi rutinně používané imunochemické metody patřila v dřívější době metoda 

radioimunoanalýzy (RIA) od firmy Diasorin. Nově se však v posledních letech na trhu 
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objevily firmy s principem stanovení chemiluminiscenční imunoanalýzy na 

mikročásticích (CMIA) a to konkrétně firma Abbott s analyzátorem Architect [70], firma 

Siemens s analyzátorem Advia Centaur [71, 72] a opět firma Diasorin s analyzátorem 

Liaison [73]. Dále začala stanovovat vitamin D firma Imunodiagnostic Systems na 

analyzátoru iSYS [74] s principem metody enzymové imunoanalýzy (EIA) a v 

neposlední řadě firma Roche s principem elektrochemiluminiscenční imunoanalýzy 

(ECLIA) na analyzátorech Elecsys, Cobas E a Modular. Všechny výše uvedené 

imunochemické principy metod nemají dostatečnou úroveň srovnatelnosti s referenční 

LC-MS/MS metodou, i když firma Roche tuto standardizaci deklaruje s návazností na 

standardní referenční materiál NIST SRM 972 Vitamin D [75, 76]. Výhodou 

imunochemických metod je jejich snadnost, dostupnost a rychlost. Zatímco převažující 

nevýhody, kromě již zmíněné nedostatečné návaznosti na certifikovaný materiál, 

spočívají ve zkřížené reaktivitě mezi izomery a metabolity a v různé koncentraci DBP u 

odlišných skupin pacientů. 

Kalcidiol je v séru vázán poměrně vysokou afinitou k vazebnému proteinu (DBP), 

jehož koncentrace převyšuje 100 - 1000 x hodnoty kalcidiolu. Z toho důvodu je nutné 

zařazení předpřípravného kroku vedoucího ke kvantitativnímu uvolnění stanovovaného 

vitaminu z vazby a také k inaktivaci vazebného proteinu pro minimalizaci interferencí 

při stanovení. Nedostatečná inaktivace vazebného proteinu významným způsobem 

ovlivňuje porovnatelnost metody s referenční metodou LC-MS/MS [77]. 

Nedostatečná standardizace působí vysokou mezilaboratorní variabilitu a 

významné systémové diference mezi metodami však klinické hodnocení stavu 

saturace organismu vitaminem D komplikují [75]. Navíc v posledních letech dochází k 

poměrně vysokému nárůstu požadavků na stanovení vitaminu D. Vzhledem k tomu, že 

je velmi málo vitaminu D2 ve stravě, většina dětí i dospělých mají v podstatě 100% 

jejich celkového 25-OH vitaminu D jako 25-OH vitamin D3. Proto pacienti, kteří jsou 

léčeni na nedostatek vitaminu D s vitaminem D2, by měli být opakovaně 

testovánipomocí LC-MS/MS [62], protože to je doposud jediná metoda pro specifické 

stanovení vitaminu D a jeho metabolitů. 
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3.4 Vybrané separační techniky 

 

Mezi nejvíce používané analytické metody patří metody chromatografické, 

především kapalinová chromatografie, která byla použita v této práci pro stanovení 

liposolubilních vitaminů. Předností této techniky je její vysoká dělící schopnost, rychlost 

analýzy, možnost automatické detekce, identifikace a kvantitativního vyhodnocení. Pro 

zlepšení účinnosti separace bylo využito současných trendů na poli chromatografie, 

mezi které patří chromatografické kolony s částicemi menší než 2 µm, kolony s 

povrchově porézními částicemi, monolitické kolony a ultra-vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie. 

Vzhledem k velice složité biologické matrici, ve které byly liposolubilní vitaminy 

stanoveny, musel být před vlastní analýzou zařazen krok pro úpravu daného vzorku. 

V této práci bylo využito jednoduchých i moderních technik pro přípravu vzorku 

k analýze jakými jsou např. precipitace, ultracentrifugace, extrakce na pevné fázi (solid-

phase extraction, SPE), extrakce kapalina-kapalina (liquid-liquid extraction, LLE) a od 

nich odvozené další mikroextrakční techniky. 

 

3.4.1 Kapalinová chromatografie 

3.4.1.1 Monolitické kolony 

Již v roce 1967 Kubín a kol. informovali o in situ přípravě bloku z porézního 

organického polymeru ve skleněné koloně, která však ukázala nízkou propustnost pro 

praktické použití jako separační médium. Později Hjertén představil stlačený gel a 

následně Tenniková a kol., Švec a Fréchet [78] vyvinuli "kontinuální separační 

médium" skládající se z jednoho kusu porézního organického polymerního materiálu 

později nazývaného "monolitická stacionární fáze". Monolitické kolony na bázi 

anorganických matricí byly zavedeny na začátku roku 1990 [79]. 

Monolity mají bimodální charakter pórů, obsahují velké póry umožňující průtok 

mobilní fáze (makropóry >50 nm, nejčastěji cca 1 μm) a malé póry, které zajišťují 

dostatečný specifický povrch pro interakci s analytem (mezopóry 2–50 nm). Tato 

distribuce pórů je typická pro monolity na bázi oxidu křemičitého. Naproti tomu 

organické monolity v sobě mezopóry mohou, ale i nemusí obsahovat. Monolitická fáze 

vyplňuje celý vnitřní prostor kolony, mobilní fáze tak protéká přímo stacionární fází a 

analyty se k aktivním centrům dostávají konvektivním tokem, čímž se urychluje jejich 

transport kolonou a interakce se stacionární fází. Přítomnost makropórů umožní kratší 
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analýzy, jelikož lze použít vyšší průtok mobilní fáze bez výrazné ztráty účinnosti a 

překročení tlakového limitu chromatografického systému [80, 81]. 

 

Makroporézní polymerní monolity 

Tyto monolity jsou připravovány přímo v prázdné koloně či kapiláře, která se 

naplní polymerační směsí, uzavře a za působení tepla nebo UV záření provede 

radikálová kopolymerizace. Polymerizační směs pro přípravu organických monolitů se 

skládá z monomeru, síťovacího činidla (zpravidla molekula obdobná monomeru, avšak 

obsahující dvě dvojné vazby), iniciátoru a porogenní směsi. Složky porogenní směsi 

nejsou zabudovány do polymerní struktury monolitu, pouze vznikající monolit solvatují 

a jejich objem tak udává jeho konečnou porozitu. Nejpoužívanějšími monomery jsou 

deriváty metakrylátu, akrylamidu a styrenu, Obr. 8. Nejběžnějšími síťovacími činidly 

pak jsou etylendimetakrylát a divinylbenzen. 

 

 

Obr. 8: Typická struktura organického polymerního monolitu polymetakrylátu [79] 

 

Povrch organických monolitů lze modifikovat dvěmi základními principy. 

Nejjednodušší je použití základního monomeru, který požadovanou funkční skupinu 

obsahuje. Takto lze připravit monolity, které obsahují např. skupinu hydroxylovou, 

amidovou, sulfonovou, fosfátovou a karboxylovou. Výhodou tohoto přístupu je 

jednoduchá příprava, na druhou stranu značná část použitého monomeru je obsažena 

i ve vnitřní struktuře monolitu a naopak na povrchu je přítomné i síťovací činidlo. 

Požadovaná funkční skupina monomeru také může být příčinou jeho omezené 

rozpustnosti v polymerizační směsi, což může limitovat jeho obsah, nebo i znemožnit 

jeho použití. Druhý přístup zahrnuje metody chemické modifikace povrchu již 

vytvořeného monolitu. Postup je tedy vícekrokový, což může vést ke snížení 
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reprodukovatelnosti výsledných kolon a ke zvýšení časové, materiálové i energetické 

náročnosti přípravy [80-82]. 

 

Anorganické monolity 

První monolitické stacionární fáze na bázi silikagelu připravili a popsali profesoři 

Nakanashi, Soga a Tanaka. Komerčně dostupné byly k dispozici od roku 2000 u firmy 

Merck pod obchodním názvem Chromolith a u firmy Phenomenex pod obchodním 

názvem Onyx™ a dodnes zůstaly nejrozšířenější v HPLC [83, 84]. 

Monolity na bázi silikagelu se nejčastěji připravují takzvaným sol-gel procesem. 

Příprava je založena na hydrolyticky iniciované polykondenzaci tetraalkoxysilanů např. 

tetraetoxysilanu (TEOS) nebo metyltrimetoxysilanu (MTMS) nebo nejčastěji 

tetrametoxysilanu (TMOS) ve vodném roztoku kyseliny octové v přítomnosti 

polyetylenglykolu jako porogenu. Technologie výroby umožňuje přípravu monolitů s 

přesně definovanou strukturou obsahující mezopóry o velikosti 13 nm a makropóry o 

velikosti 2 μm a dosahují specifického povrchu kolem 300 m2/g, Obr. 9. 

 

 

 

Obr. 9: SEM - porézní struktura typická pro silikagelový monolit [85] 

 

Na rozdíl od organických monolitů nemohou být silikagelové připravovány in situ 

z důvodu objemové kontrakce, ke které dochází při tuhnutí monolitu. Připravené 

monolitické silikagelové kolony mohou být snadno modifikovány například zavedením 

alkylové funkční skupiny (C8 - oktylové, C18 - oktadecylové) na jejich povrch pro 

použití v chromatografii s reverzními fázemi [86, 87]. Monolitické kolony poskytují lepší 
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separační účinnost konvenční kolony s velikostí částice 3 - 5 µm a mohou dosáhnout 

vyšších průtoků mobilní fáze až 9 ml/min bez překročení tlakového limitu čerpadla a 

kolony, Obr. 10 a 11 [88]. Silikagelové monolity se osvědčily na rozdíl od organických 

monolitů i při separaci malých molekul [80, 82]. 

 

 

Obr. 10: Porovnání účinnosti částicových kolon s monolitickou kolonou pomocí van 

Deemterových křivek [88] 

 

 

Obr. 11: Porovnání částicových kolon s monolitickou kolonou pomocí závislosti 

zpětného tlaku na průtoku mobilní fáze [88] 
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Monolitické kolony 2. generace 

Druhá generace monolitických kolon od firmy Merck byla představena 

v Budapešti na konferenci HPLC v roce 2011 pod obchodním názvem Chromolith® 

HighResolution. Struktura silikagelu je mnohem více homogenní než u první generace 

a liší se od klasického monolitu velikostí pórů tzn. makropóry o velikosti 1,15 µm a 

mezopóry o velikosti 15 nm, dále specifickým povrchem 250 m2/g a celkovým objemem 

póru 2,9 ml/g. Separační účinnost může dosáhnout až 200 000 teoretických pater / 

metr [89], přičemž odpovídá sub-3-µm plně porézním nebo 2,7 µm core-shell 

částicovým kolonám a je alespoň o 50% lepší ve srovnání se standardními kolonami 

Chromolith®, Obr. 12. Tlak v systému se s novým sorbentem zvýší o 60%, ale přesto je 

minimálně o 50% nižší, než u jakékoliv částicové kolony se stejnými rozměry. To 

umožní, aby rychlost separace mohla být zvýšena použitím vyšších průtoků mobilní 

fáze s nižším tlakovým namáháním chromatografického systému. Také lze využít 

možnosti spojování více kolon pro vyšší účinnost separace. Morfologie a účinnost 

separace nové generace silikagelových monolitů byly popsány podrobně Hormannem 

a kol. [90, 91]. 

 

 

 

 

Obr. 12: Porovnání první a druhé generace monolitických kolon na základě jejich 

účinnosti separace, zpětného tlaku a životnosti [88] 
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3.4.1.2 Kolony s povrchově porézními částicemi 

Koncept pevných částic potažených porézním pláštěm byl poprvé navržen na 

konci roku 1960 Horváthem a kol. jako skleněné korálky potažené tenkým filmem 

polymeru ze styrenu, divinylbenzenu a benzoyl peroxidu [92]. Trvalo několik desetiletí 

vývoje až do roku 2006, kdy byla započata velkovýroba a komercializace povrchově 

porézních částic (porous shell particles, core-shell particles, fused-core particles) od 

firmy Advanced Material Technologies. Tyto částice, pod názvem HALO, měly velikost 

2,7 µm a odhalily potenciál této nové technologie v analýze LC [93]. Přehled komerčně 

dostupných kolon s povrchově porézními částicemi je uveden v Tab. 3. 

Charakteristická struktura povrchově porézních částic používaných v 

chromatografii se skládá ze dvou různých částí. První z nich je vnitřní pevné 

silikagelové jádro o průměru 0,9 až 3,7 µm. Méně často může být tvořeno z jiného 

anorganického (hliník, zlato nebo uhlík) nebo organického materiálu (polymer nebo 

směs polymerů). Druhá část je plášť tvořen několika vrstvami chemicky 

modifikovaného silikagelu o definované porozitě. Společně jádro a plášť tvoří kulovité 

částice s velice úzkou distribucí velikosti, která může být upravena na celkový průměr 

dle potřeby od 1,3 do 5 µm, Obr. 13 a 14. 

 

 

Obr. 13: Typický zástupce core-shell částice Kinetex o velikosti 2,6 a 1,7 µm [94] 

 

Obr. 14: SEM - vlevo částice HALO® 2,7 µm a vpravo Kinetex™ 2,6 µm [95] 
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Tab. 3: Komerčně dostupné kolony s povrchově porézními částicemi a některé z jejich nejdůležitějších vlastností [93] 

Výrobce Kolona Stacionární fáze ØP  (L) 
Plocha 

povrchu* 

Tlakový 

limit 

Advanced 

Chromatography 

Technologies 

UltraCore 95 Å: C18, fenyl-hexyl 
2,5 

5,0 
130 m2/g 1000 bar 

Advanced 

Materials 

Technology 

HALO 
90 Å: C18, C8, fenyl-hexyl, pentafluorofenyl, RP-amid, CN, HILIC, OH5 

160 A: C18 

4,6 (0,6) 

2,7 (0,5) 
150 m2/g 600 bar 

Agilent Poroshell 
120 Å: C18, C8, fenyl-hexyl, SB-Aq, RP-amid, CN, HILIC 

300 Å: C3, C8, C18 

2,7 (0,5) 

5,0 (0,25) 
130 m2/g 600 bar 

ChromaNik SunShell 

90 Å: C18, C8, pentafluorofenyl, fenyl, HILIC, amid, 2-etylpyridin 

160 Å: C18, RP-AQUA 

300 Å: C18 

2,6 (0,5) 150 m2/g 590 bar 

Fortis 

Technologies 
SpeedCore 80 Å: C18, pentafluorofenyl, difenyl, HILIC 

2,6 (0,4) 

5,0 
140 m2/g  

Knauer BlueShell 80 Å: C18, C8, HILIC 2,6 (0,5) 130 m2/g  

Macherey-Nagel NucleoShell 
90 Å: C18, fenyl-hexyl, pentafluorofenyl, HILIC-kyselina amonium 

sulfonová 
2,7 (0,5) 130 m2/g 600 bar 

Nacalai CosmoCore 90 Å: C18 2,6 (0,5) 150 m2/g 600 bar 

Nanologica 

(Glantreo) 
Eiroshell 100 Å: silikagel 

1,7 (0,15) 

2,6 (0,4) 
130 m2/g --- 

Perkin Elmer Brownlee SPP 
90 Å: C18, C8, fenyl-hexyl, pentafluorofenyl, RP-amid, HILIC 

160 Å: C18 
2,7 (0,5) --- --- 



TEORETICKÁ ČÁST – VYBRANÉ SEPARAČNÍ TECHNIKY 

39 

Phenomenex Kinetex/Aeris 

Kinetex 100 Å: C18, XB-C18, C8, fenyl-hexyl, pentafluorofenyl, byfenyl, 

HILIC 

Aeris Peptide: C18 

Aeris Widepore: C18, C8, C4 

1,3 (0,2) 

1,7 (0,23) 

2,6 (0,35) 

5,0 (0,67) 

1,7 (0,22) 

3,6 (0,5) 

3,6 (0,2) 

200 m2/g 1000 bar 

Restek Raptor 90 Å: C18, byfenyl 
2,7 

5,0 
150 m2/g 600 bar 

Shiseido Capcell Core 90 Å: C18 (polymer) 2,7 (0,5) 150 m2/g --- 

SIELC 

Technologies 
Coresep 

90 Å: kombinovaný mód: RP + kation výměnná, RP + anion výměnná, 

HILIC + ion výměnná 
2,7 --- --- 

Sigma-Aldrich 

(Supelco) 

Ascentis 

Express 

90 Å: C18, ES-C18-peptid, C8, fenyl-hexyl, pentafluorofenyl, RP-amid, ES-

CN, HILIC, OH5 

160 Å: C18 

5,0 (0,6) 

2,7 (0,5) 
135 m2/g 1000 bar 

Thermo 

Scientific 
Accucore 

80 Å: C30, C18, C18-amid, C8, C4, phenyl-hexyl, pentafluorofenyl, urea-

HILIC, amid-HILIC, aQ 

150 Å: C18, C4, amid-HILIC 

2,6 

4,0 
130 m2/g 1000 bar 

Waters Cortecs 90 Å: C18, HILIC 1,6 (0,24) --- --- 

YMC Europe 
Meteoric 

Core 

80 Å: C18, C8 

160 Å: C18 
2,7 150 m2/g  

* hodnoty plochy povrchu jsou uvedeny pro částice o velikosti 2,6 µm nebo 2,7 µm jednotlivých značek 

ØP (L) - velikost částice (tloušťka obalu) (µm) 
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Účinnost povrchově porézních částic 

Využití povrchově porézních částic významně zlepšilo účinnost chromatografické 

separace v porovnání s celkově porézními částicemi (Obr. 15),  to jak v aplikacích na 

reverzních fázích,  tak v HILIC aplikacích.  Zvýšení účinnosti lze vysvětlit pomocí van 

Deemterovy rovnice.  Díky pevnému jádru částice dochází k menší axiální difúzi a 

snižuje se odpor proti převodu hmoty (tzn.  snížení členu C,  který závisí na velikosti 

částice a na molekulární difúzi)  asi o 25%. Vzdálenost,  která musí být překonána 

difúzí ve stagnantní mobilní fázi uvnitř pórů,  není delší než 0,5 µm a je dokonce kratší 

než pro celkově porézní částice o průměru 1,7 µm.  Přibližně o 20% je omezena i vířivá 

difúze - snížení členu A,  který závisí na velikosti částic,  distribuci velikosti částic a na 

homogenitě naplnění kolony. Zejména díky zmenšení členu C je možné používat vyšší 

průtoky mobilní fáze bez ztráty chromatografické účinnosti [96]. 

 

 

 

Obr. 15: Porovnání van Deemterových křivek získaných analýzou Ivermektinu na 

těchto kolonách - monolitické (Chromolith FastGradient), plně porézních 

(Acquity BEH, Hypersil Gold) a povrchově porézních (Kinetex, Ascentis 

Express) za podmínek: 95/5% (v/v) ACN/voda, teplota 35°C, objem nástřiku 

0,5 µl [97] 
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Důležité faktory,  které zodpovídají za vyšší účinnost povrchově porézních částic, 

jsou tedy následující:  relativně malý průměr částic,  přítomnost porézní slupky,  a také 

daleko pravidelnější distribuce a hustota naplnění kolony ve srovnání s celkově 

porézními částicemi klasického silikagelu.  Díky porézní vrstvě dochází k urychlení 

kinetiky převodu hmoty (vzdálenost,  kterou musí analyt překonat, odpovídá pouze 

šířce porézní vrstvy) [96]. 

Povrchově porézní částice dokázaly, že se svými vlastnostmi rovnají nebo 

mohou překonat vlastnosti sub-2-µm plně porézních částic a monolitických kolon a to 

nejen z hlediska výškového ekvivalentu teoretického patra H, ale rovněž v celkové 

kinetické účinnosti. Povrchově porézní částice o malém průměru plněné do malých 

kolon mohou poskytnout takovou úroveň výkonu, která přesáhne možnosti 

nejvýkonnějších chromatografických systémů, jež jsou v současné době k dispozici. 

Obrovské množství přibývajících článků, které popisují aplikace využívající core-shell 

kolon, ukazuje na exponenciální růst této technologie ve všech oblastech analytické 

chemie [93]. 

 

3.4.1.3 Ultra-vysokoúčinná kapalinová chromatografie (UHPLC) 

Termín UHPLC byl poprvé použit Jorgensonem v roce 1997 a představuje ultra-

vysokoúčinnou kapalinovou chromatografii. Jeho skupina jako první popsala použití 

nano-kolon plněných neporézními částicemi o velikosti 1,0-1,5 µm na bázi silikagelu na 

prototypu, který byl kompatibilní s velmi vysokým tlakem až do 4100 bar (v roce 1997) 

a do 7200 bar (v roce 2003). Vedle práce Jorgensona také Lee a kol. potvrdil potenciál 

UHPLC pro tlaky až 3600 bar. Poté byl v roce 2004 představen první komerčně 

dostupný chromatografický systém kompatibilní s tlakem 1000 bar od firmy Waters pod 

ochrannou známkou ultra-performance liquid chromatography (UPLC) [98]. 

V současné době ultra-high performance LC (UHPLC) systémy (Obr. 16) jsou k 

dispozici pod různými názvy jako např. rapid-resolution LC (RRLC), rapid-separation 

LC (RSLC), ultra-fast LC (UFLC) a také very high-pressure LC (VHPLC). Silnou 

stránkou UHPLC technologie je schopnost separovat a identifikovat léčiva a jejich 

metabolity se značným zlepšením rozlišení a citlivosti a snížením celkové doby 

analýzy. UHPLC se v poslední době stala široce používanou analytickou technikou v 

laboratořích všech oborů včetně rutinních laboratoří a výzkumných center. Vzhledem k 

tomu, že biologické vzorky mohou být velmi složité a jejich počet je obvykle rozsáhlý, je 

žádoucí dosáhnout rychlé separace s vysokým rozlišením a citlivostí [98, 99]. 
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Obr. 16: Schéma uspořádání UHPLC systému: (1) zásobní lahve s rozpouštědly, (2) 

modul k odplynění, (3) gradientový ventil, (4), mixér pro dodávku mobilní fáze, 

(5) vysokotlaké čerpadlo, (6) přepínací ventil v poloze pro injekci vzorku, (6') 

přepínací ventil v poloze pro dodání vzorku, (7), smyčka pro vstřikování 

vzorku (10 - 100 µl), (8) předkolona, (9) analytická kolona (10) detektor, (11) 

sběr dat do PC, (12) odpadní láhev [100] 

 

Velikost částic plněných do analytických kolon je postupně zmenšována ve 

snaze o zlepšení separace v kapalinové chromatografii. Ačkoliv trend sub-2-µm částic 

umožní velmi účinnou a rychlou separaci, malý průměr však generuje velmi vysoký 

zpětný tlak. Tyto vysokotlaké podmínky vyžadují speciální hardware - UHPLC systém, 

který je schopen s nimi pracovat [93]. 

Van Deemterova křivka (Obr. 17) pro částice menší než 2 µm je daleko méně 

strmá ve srovnání s částicemi o větším průměru (Obr. 18), a to zejména díky členu C 

van Deemterovy rovnice, kdy velikost částice je v podstatě započítána druhou 

mocninou: 




 C
B

AH  

A - vířivá (Eddyho) difúze analytu v mobilní fázi při průchodu náplní kolony 

B - podélná difúze v mobilní fázi 

C - přenos hmoty stacionární fází 

µ - lineární průtoková rychlost mobilní fáze 

 

Optimální separační účinnosti (nejnižší hodnoty H) je dosaženo při vyšších 

lineárních průtokových rychlostech. Tato účinnost je zachována v širším rozsahu 

lineárních průtokových rychlostí, a to díky nízkému odporu proti převodu hmoty. Proto 

mohou částice menší než 2 µm být používány pro dosažení lepší účinnosti, rozlišení 
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píků a zkrácení doby analýzy (díky účinnosti částic menších než 2 µm lze výrazně 

zkrátit délku analytické kolony). Vyjádříme-li lineární průtokové rychlosti (cm/s) jako 

objemové průtokové rychlosti (ml/min) na takto malých kolonách, výsledné průtoky jsou 

velmi nízké, a proto dochází k významné úspoře rozpouštědel [96]. 

 

 

Obr. 17: Van Deemterova rovnice popisující vztah mezi rychlostí průtoku mobilní fáze 

kolonou a výškovým ekvivalentem teoretického patra H [101] 

 

 

Obr. 18: Porovnání van Deemterových křivek pro částice o velikosti 10 µm, 5 µm, 3 µm 

a 1,9 µm – s menší velikostí částic získána vyšší účinnost s mnohem širším 

rozsahem použitelných průtoků  [101] 
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Využití takto malých částic při chromatografické separaci však způsobí výrazný 

nárůst zpětného tlaku v systému a podle Darcyho zákona tento nárůst bude nepřímo 

úměrný druhé mocnině velikosti částice: 

 

2

pd

L
P





  

φ - faktor odporu kolony 

η - viskozita mobilní fáze  

L - délka kolony 

µ - lineární průtoková rychlost mobilní fáze 

dp - velikost částice 

 

Protože lineární průtoková rychlost je nepřímo úměrná průměru částice dp, dá se 

říci, že zpětný tlak je nepřímo úměrný třetí mocnině velikosti částice. To prakticky 

znamená, že při optimální lineární průtokové rychlosti bude částice o velikosti 1,7 µm 

vytvářet zpětný tlak přibližně 27× vyšší než 5 µm částice. Z toho důvodu nebyla dlouho 

komerčně dostupná patřičná instrumentace, která by umožňovala práci s malými 

částicemi při ultra-vysokých tlacích. Konvenční kapalinové chromatografy pracují při 

tlacích 30 – 40 MPa (300 – 400 bar), zatímco pro UHPLC aplikace je třeba tlaků okolo 

100 MPa (1000 bar) a více [96]. 

Další požadavky pro dosažení účinné separace na koloně s malými částicemi 

zahrnují vysokou frekvenci sběru dat (≥40 Hz), široký rozsah průtoků, krátkou dobu 

dávkovacího cyklu potřebného při rychlé analýze pod 1 min, minimální mimokolonový 

objem (kapiláry s vnitřním průměrem až 0,12 mm a nízko objemové detekční cely 

v rozsahu nl) a minimální zpoždění gradientu [93, 102]. 

 

Systém čerpadel 

Každý chromatografický systém má svůj pumpovací (čerpací) systém, který musí 

být schopen dávkovat mobilní fázi s přesně zvoleným průtokem a složením v celém 

průběhu analýzy. Rozlišujeme dva typy směšovacích systémů na nízko- a vysokotlaké 

(Obr. 19). Vysokotlaký (obvykle binární) systém se vyznačuje tím, že se jednotlivé 

složky smíchávají po průchodu čerpadlem před nástřikem a obvykle podstupují 

určitému rozpínání či kontrakci. Nízkotlaký (často až kvartérní) systém se vyznačuje 

mícháním složek mobilní fáze před čerpadlem za použití proporcionálního ventilu 

(GPV, gradient proportioning valve) [102]. 
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Obr. 19: Schéma vysokotlakého (A) a nízkotlakého (B) směšovacího systému [102] 

 

 

Oba systémy mají své výhody a nevýhody. Vysokotlaký je typický nízkým 

zpožděním gradientu tj. objem mezi mixérem a hlavou kolony, což je důležité pro 

gradientové analýzy. Tento typ míchání je zejména užitečný při nízkých průtocích, 

jakých je použito u kolon s malým průměrem částice (≤ 2,1 mm), nebo pro velké 

molekuly, které vyžadují pro separaci pomalejší průtok vzhledem k jejich nižší optimální 

lineární rychlosti. Zatímco nízkotlakové směšovací systémy jsou levnější a mají větší 

zpoždění gradientu (3-4×), jsou flexibilnější a jsou schopny simultánně míchat až čtyři 

složky najednou, což je výhodné např. při optimalizaci složení mobilní fáze v rámci 

vývoje nové metody. Při vyšších průtocích může dojít k zanedbatelnému prodloužení 

času analýzy. U komerčních UHPLC je míchání mobilní fáze začleněno za čerpadlo za 

účelem minimalizování zpoždění gradientu. V závislosti na aplikaci se mohou tyto 

mixéry lišit v objemu od přibližně 40 µl (separace běžných malých molekul) až do 

500 µl. Většina separací, provedených na UHPLC, využívá objemů mezi 50 – 100 µl, 

Tab. 4 [102]. 
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Tab. 4: Charakteristika některých vybraných UHPLC systémů srovnaných podle data 

výroby [102] 

Název systému Výrobce Rok 
Maximální 
tlak (PSI) 

Rozsah 
průtoku 
(ml/min) 

Čas 
nástřiku 
(s) 

Zpoždění 
gradientu 
(µl) 

Acquity UPLC Waters 2004 15 000 0,01-2 15-30 ˂120 

Accela High 
Speed LC 

ThermoFisher 2006 15 000 0,001-5 ˂60 70 * 

X-LC Jasco 2006 15 000 do 5 30 --- 

PLATINblue Knauer 2008 15 000 do 5 15-60 110 

1290 Infinity LC Agilent 2009 17 400 0,001-5 19-25 ˂140 

Flexar FX-15 PerkinElmer 2009 15 000 --- 8 --- 

Acquity UPLC 
H-Class 

Waters 2010 15 000 0,01-2 ˂30 ˂400 

Ultimate 3000 
RSLC 

Dionex 2010 15 000 0,1-8 15 293 

Nexera Shimadzu 2010 18 800 0,0001-5 10 ˂185 

Acquity UPLC I-
Class 

Waters 2011 18 000 0,01-2 ˂15 ˂95 

* pouze pumpa 

 

Dávkovací systém (autosampler) 

Velice náročnou částí UHPLC systému je nástřik vzorku o nízkém objemu za 

velmi vysokého tlaku. Při dávkování vzorku je nutné překonat velký pracovní tlak uvnitř 

kolony, přičemž se nejčastěji používá šesticetstný injekční ventil s vyměnitelnou 

smyčkou. Nástřiková smyčka o určitém objemu omezuje tímto objemem maximální 

velikost nástřiku do systému. Existují dva hlavní typy injektorů a jimi jsou injektor s fixní 

smyčkou a s variabilní smyčkou (také označován jako přímý injektor). 

První komerční UHPLC systém obsahoval injektor s fixní smyčkou. Vzorek je 

odebrán jehlou, následně přenesen do smyčky a ta je propláchnuta průtokem mobilní 

fáze. Vzorková jehla tedy není součástí dráhy mobilní fáze. Naopak je tomu u injektoru 

s variabilní smyčkou, kdy je po náběru vzorku promyta průtokem mobilní fáze spolu se 

smyčkou i jehla. Výhodou použití fixní smyčky je nižší disperze, snížené zpoždění 

gradientu a rychlejší vstřikovací cykly, než je tomu u variabilní smyčky. Proto je použití 

ideální ve spojení s kolonami o malém průměru, jelikož nezpůsobuje významnou ztrátu 

účinnosti. Nevýhodou injektoru s fixní smyčkou je potřeba vícečetného oplachu 
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rozpouštědly k minimalizování kontaminace, stejně tak jako zvýšená disperze kvůli 

objemovému přetížení s použitím větší smyčky (220  µl). V současné době se vyrábějí 

UHPLC systémy, které využívají oba typy injektorů za účelem dosažení optimálních 

výsledků v závislosti na aplikaci. 

Další komponenta spojená s injektorem je kolonový termostat, který může být 

také hlavní zdroj mimokolonové disperze a zpoždění gradientu. V zásadě existují dva 

typy kolonových termostatů dostupných ve všech LC separacích – pasivní a aktivní. K 

pasivnímu zahřívání (ochlazení) mobilní fáze dochází v dlouhé stočené kapiláře, 

umístěné před kolonou, kdežto k aktivnímu ve velmi krátké kapiláře taktéž umístěné 

před kolonou [102]. 

 

Detektory 

Pro UHPLC separace s úzkými píky (1-3 vteřiny na základní linii) je zapotřebí 

detektorů s velmi rychlým sběrem dat. Zatímco detekce na koloně je nejlepší řešení 

pro eliminaci postkolonové disperze, má i za následek snížení intenzity a není 

kompatibilní s ocelovými kolonami. 

V UHPLC systémech jsou využívány UV/VIS detektory s nízkoobjemovou 

průtokovou celou 0,25 - 2 µl, aby se minimalizoval vliv mimokolonové disperze. 

Nicméně to má negativní vliv na intenzitu signálu z důvodu krátké délky dráhy 

průtokové cely. Podobné pokroky byly provedeny u detekce hmotnostním 

spektrometrem (MS, mass spectrometry), kde je detektor v současné době schopen 

dosáhnout nízké časové prodlevy (dwell time) pod 5 ms. Stejně tak je dosaženo i 

nízkého mezikanálového a meziskenového časového zpoždění u dalších typů detekce 

jako je fluorescenční (FD), odpařovací detektor rozptylu světla (ELSD) a detekce 

indexu lomu (RI, refractive index), které jsou nyní dostupné pro UHPLC [102]. 
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3.4.2 Techniky pro úpravu vzorku před analýzou 

Příprava vzorku patří k základním úkonům při analýze biologických vzorků a je 

zaměřena na izolaci, čištění a zakoncentrování analytů z komplexní biologické matrice. 

Biologické vzorky nejsou vhodné pro přímou LC analýzu z důvodu jejich vysoké 

složitosti a obsahu mnoha interferujících sloučenin, jako jsou soli, fosfolipidy a zejména 

proteiny. Ty se mohou nevratně adsorbovat na stacionární fázi, což má za následek 

podstatné snížení účinnosti kolony a zvýšení zpětného tlaku. Mohou také ucpat frity, 

injektor nebo v nejhorších případech i kolonu. 

Tyto interferující látky se odstraní ve větší nebo menší míře v průběhu úpravy 

vzorku za účelem lepší separace a detekce analytů. Volba techniky pro přípravu vzorku 

je tedy klíčová pro správnost a přesnost získaných dat a na jejím provedení záleží 

celkový úspěch analytického stanovení jak z kvalitativního, tak i z kvantitativního 

hlediska. Analyty jsou často přítomné ve velmi nízkých koncentracích, přičemž 

převažují interferující sloučeniny, a proto je v mnoha případech využito i kombinace 

různých technik [103, 104]. 

Biologický materiál má převážně charakter kapalného vzorku tj. plná krev, 

plazma, sérum, moč a sliny. Lze zpracovat a analyzovat i složitější typ vzorku, jakým je 

např. vzorek tkáně. Mezi faktory, které by měly být vzaty v úvahu při rozhodování o 

volbě techniky, patří charakter vzorku a analytu, selektivita procesu, počet kroků 

přípravy, čas extrakce, spotřeba rozpouštědel a možnost použití automatické on-line 

metody, což je důležité zejména v případě potřeby analýzy rozsáhlých sérií vzorků. V 

současné době je hlavní nevýhodou technik pro přípravu vzorku jejich pracnost, 

vícekrokové a časově náročné postupy, které zabírají mnohdy 60 až 80% z celkové 

doby analýzy, a proto se stávají omezujícím faktorem v bioanalýze, Obr. 20. 

 

 

Obr. 20: Relativní příspěvek a členění preanalytické fáze v celkové době 

diagnostického procesu [105] 
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Metody pro přípravu vzorku dostupné pro biologické materiály mohou být 

rozděleny do dvou hlavních skupin na základě historie a frekvence jejich použití. První 

skupinu tvoří konvenční metody přípravy vzorků, jakými jsou centrifugace, extrakce 

kapalina-kapalina (LLE) a extrakce na pevné fázi (SPE). Do druhé skupiny patří 

metody vyvinuté v posledním desetiletí, které řadíme do moderních přístupů v oblasti 

přípravy vzorku. Tyto metody by měly usnadnit fázi přípravy vzorku s hlavními 

požadavky na snížení objemu vzorku a spotřeby rozpouštědel, zkrácení doby přípravy, 

snížení počtu kroků, snížení nákladů na analýzu a možnost automatizace. Do této 

skupiny patří mikroextrakční techniky jako jsou například LLME, LPME, EME, SPME, 

MEPS [103, 106]. 

3.4.2.1 Centrifugace 

Odstřeďování (centrifugace) je postup, který využívá odstředivé síly pro dělení 

látek různé hustoty, zrychluje rovněž proces sedimentace těchto částic. Rozdělování 

směsí kapalin nebo kapaliny a tuhých látek o různých hustotách pomocí odstředivé síly 

se provádí v centrifugách [107]. 

Ultracentrifugací se dělí molekuly působením gravitačních sil větších, než jsou 

síly difuzní. Tato technika je nezbytnou součástí izolace proteinů, nukleových kyselin, 

buněčných organel a sloužila rovněž jako metoda stanovení molekulových hmotností. 

Molekulové hmotnosti látek mohou být stanoveny z rychlostí jejich sedimentace v 

roztoku nebo v gradientu tvořeném inertní látkou s malou molekulovou hmotností 

(např. sacharosou) nebo v hustotním gradientu vytvořeném rychle difundující látkou 

(např. CsCl). Makromolekulární látky jsou z buněk uvolňovány chemickými nebo 

mechanickými prostředky. Po rozbití buněk se k odstranění jejich zbytků nebo pro 

izolaci některých organel používá postupná centrifugace. Při izolaci čistých proteinů se 

často používá postupného vysrážení řízeného změnou koncentrace soli a pH roztoku.  

První ultracentrifuga byla vyvinuta švédským biochemikem Svedbergem (1926 - 

Nobelova cena za práce na disperzních systémech), dosahovala rychlosti 80000 

otáček za minutu [108]. 

U centrifug je obecně zvykem udávat odstředivé zrychlení v násobcích 

gravitačního zrychlení (g  9,81 m/s2). Takto udávané zrychlení se označuje jako 

relativní odstředivé zrychlení nebo také relativní odstředivá síla RCF, která může být 

spočítána pomocí nomogramu, Obr. 21. Tento způsob se používá pro rychlý odhad síly 

generované během procesu točení u nízkoobrátkových centrifug. Výhodou je možnost 

zjištění RCF v kterékoliv hloubce centrifugační kyvety. Po změření poloměru r (mm) od 

středu odstředivky na konkrétní požadované místo je protnuta přímka, která spojí 
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hodnotu poloměru v pravém sloupci a příslušnou rychlost centrifugy v levém sloupci 

(RPM). Vzniklý průsečík ve středovém sloupci udává výslednou hodnotu RCF [109]. 

 

 

 

 

Obr. 21: Nomogram sloužící pro výpočet relativní odstředivé síly RCF [109] 

 

 

Relativní odstředivá síla je závislá na frekvenci otáčení „f“ (rpm, otáčky za 

minutu) a na vzdálenosti částice „r“ (cm) od středu otáčení: 
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Typy centrifug a rototů 

Centrifugy jsou obvykle klasifikovány na základě jejich dosahované rychlosti 

odstředivého zrychlení, resp. frekvence otáček, konstrukce a účelu. Dělí se tedy na 

nízkoobrátkové, vysokoobrátkové a ultracentrifugy. Jejich vlastnosti jsou shrnuty 

v Tab. 5 [109]. 
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Tab. 5: Klasifikace centrifug a jejich charakteristika [109, 110] 

 
Nízkoobrátkové 

centrifugy 

Vysokoobrátkové 

centrifugy 
Ultracentrifugy 

Rychlost (RPM × 103) 2 – 6 18 – 25 35 – 150 

Maximum RCF (g × 103) 8 60 900 

Chlazení některé ano ano 

Vakuový systém ne některé ano 

Zrychlení / brždění některé variabilní variabilní 

 

Podle konstrukce rotoru se rozlišují rotory výkyvné, úhlové a rotory vertikální, 

Obr. 22. Nejvíce používaný pro centrifugaci v hustotním gradientu je výkyvný typ 

rotoru. Do tohoto rotoru jsou vzorky vkládány umístěním do individuálních kyvet, které 

jsou zavěšeny ve vertikální poloze, zatímco je rotor v klidu. Po uvedení rotoru do 

pohybu se v důsledku odstředivých sil dostanou kyvety do horizontální polohy, ve které 

dochází k nejlepší separaci a zároveň je nejvíce redukován efekt stěny. Rotory s 

výkyvnými kyvetami se převážně využívají při menším zrychlení u nízkoobrátkových 

centrifug. 

 

 

 

Obr. 22: Typy rotorů: a – fixní, b – vertikální, c - výkyvný [110] 
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V úhlových rotorech jsou umístěny vzorky pod fixním úhlem, který se podle typu 

může lišit od 20° do 40°. Tyto rotory jsou vhodné pro zonální typ centrifugace látek o 

molekulové hmotnosti menší než 250 000. Vertikální rotor je vyráběn pro použití ve 

vysokoobrátkových centrifugách a v ultracentrifugách. V tomto typu rotoru jsou vzorky 

umístěny v poloze kolmé. S použitím úhlového i vertikálního rotoru je ve vzorku 

dosaženo rovnováhy v mnohem kratší době, než je tomu u výkyvného typu. Tato 

skutečnost vyplývá z velikosti úhlu, který svírá osa kyvety s osou rotoru. Čím je úhel 

menší, tím musí separované částice urazit kratší dráhu. V případě vertikálního typu 

rotoru s nulovým úhlem mezi osami tedy dojde k separaci v nejkratším možném čase, 

která však není tak kvalitní jako s použitím výkyvného rotoru [109, 111]. 

 

Centrifugační postupy 

Rozlišujeme dva základní typy centrifugačních postupů a jsou jimi analytická a 

preparativní centrifugace. Analytická se dříve používala k měření fyzikálních vlastností 

sedimentujících částic např. pro stanovení molekulové hmotnosti makromolekulárních 

látek. S nástupem jednodušších postupů (gelová filtrace, SDS-PAGE) se začalo 

využívat především preparativní centrifugace k izolaci specifických částic. Preparativní 

centrifugace postrádá, na rozdíl od analytického postupu, zařízení pro pozorování 

vzorku během odstřeďování. Můžeme ji rozdělit na diferenciální centrifugaci a 

centrifugaci v hustotním gradientu, kterou lze dále rozdělit na techniku zonální a 

izopyknické centrifugace [108, 111]. 

 

A. Diferenciální centrifugace 

Nejběžnější metodu separace je diferenciální centrifugace, ke které dochází při 

postupném odstředění vzorku za zvyšující se centrifugační síly. Především je 

používána k opakovanému odstředění buněčného lyzátu za účelem izolace buněčných 

komponent se snižující se velikostí a hustotou. Separace buněčných složek je 

založena na jejich rychlosti sedimentace prostřednictvím centrifugačního média. Každý 

krok odstředění má za následek vznik pelety na dně centrifugační zkumavky, která 

obvykle obsahuje směs buněčných složek o stejné velikosti a hustotě. 

Tekutina vyskytující se nad peletou, zvaná supernatant, může být po odstranění 

podrobena dalšímu odstředění, což generuje další peletu obsahující menší buněčné 

komponenty s nižší hustotou. Tento proces se opakuje do konečného separování 

všech složek vzorku, Obr. 23. Výhodami této techniky je její rychlost a jednoduchost, 

ale hlavní nevýhodou je, že odděluje pouze buněčné složky lišící se významně svou 

velikostí a proto jsou frakce pouze částečně čisté [111, 112].    
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Obr. 23: Diferenciální centrifugace, při které dochází k separaci buněčných komponent 

na základě jejich velikosti a hustoty [112] 

 

B. Centrifugace v hustotním gradientu 

Další metodou separace je centrifugace v hustotním gradientu. Nemusí být 

zachováván předpoklad, že sedimentace probíhá v homogenním prostředí. Vzorky lze 

centrifugovat v přítomnosti určité inertní nízkomolekulární látky (sacharóza, CsCl, CsS, 

NaBr, NaI, glycerol) [113], jejíž koncentrace a tím i hustota roztoku stoupají směrem ke 

dnu kyvety. Toto použití hustotního gradientu napomáhá lepšímu rozdělení jednotlivých 

složek vzorku. 

 

 Zónová (rychlostní) ultracentrifugace 

Při zónové ultracentrifugaci se částice dělí podle svých sedimentačních 

koeficientů. Vzorek v podobě roztoku směsi makromolekul se opatrně v kyvetě navrství 

na hustotní gradient, jehož účelem je zamezit konvekčnímu míchání roztoku, Obr 24. 

Hustota částic vzorku musí být vyšší než hustota centrifugačního média v jakémkoliv 

jeho místě. Gradient je obvykle tvořen inertním roztokem sacharózy. Během 

centrifugace se každý druh makromolekul pohybuje gradientem rychlostí převážně 

závislou na sedimentačním koeficientu, takže se vytvářejí zóny jednotlivých látek, které 

mohou být navzájem snadno odděleny [108, 111]. 
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Obr. 24: Zonální technika, při které se na hustotní gradient sacharózy nanese vrstva 

vzorku a jeho jednotlivé složky jsou v průběhu centrifugace sedimentovány 

směrem ke dnu [114] 

 

 Izopyknická (rovnovážná) centrifugace 

Izopyknická centrifugace dělí látky podle jejich hustoty. Při rovnovážné 

centrifugaci v hustotním gradientu (isos - stejný, pyknos - hustý) je vzorek rozpuštěn v 

koncentrovaném roztoku rychle difundující (s nízkou molekulovou hmotností) látky, 

Obr. 25. Následná centrifugace probíhá až do ustavení rovnováhy v roztoku. Vysoká 

hodnota centrifugačního pole způsobí, že nízkomolekulární částice v roztoku vytvoří 

strmý hustotní gradient. Každá částice vzorku bude sedimentovat pouze do pozice v 

centrifugační zkumavce, ve které se hustotní gradient rovná jejich vlastní hustotě a 

vytvoří zónu [108, 111]. 

 

 

Obr. 25: Izopyknická separace, při které se připraví homogenní směs vzorku a 

hustotního gradientu (obrázek vlevo) a po centrifugaci dojde k rozdělení látek 

do zón podle jejich hustoty (obrázek vpravo) [110] 
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3.4.2.2 Extrakce kapalina-kapalina (LLE)  

Extrakce z kapaliny do kapaliny je založena na přechodu rozpuštěné látky z 

jedné kapalné fáze do druhé. Může být použita buď k získání požadované látky z 

roztoku, nebo k odstranění nežádoucí nečistoty z rozpouštědla. Pokud nalezneme 

vhodné extrakční činidlo, je extrakce velmi účinnou separační metodou. V praxi bývá 

jedním rozpouštědlem vodný roztok, zatímco druhé rozpouštědlo je organické, s vodou 

nemísitelné. 

Látky mohou být ve vodné fázi rozpuštěny, emulgovány či suspendovány a lze je 

získat extrakcí jiným rozpouštědlem, které se nemísí s původním roztokem (fází), takže 

se vytvářejí dvě zřetelně ohraničené vrstvy. Takové vrstvy vznikají např. při smíšení 

vody s četnými organickými rozpouštědly (eterem, chloroformem, benzenem, 

cyklohexanem). Látka rozpuštěná v jedné fázi (např. vodné) přechází při protřepávání 

obou kapalin do fáze druhé. Po ustavení rovnováhy je poměr koncentrací rozpuštěné 

látky v obou fázích konstantní. 

Nernstův distribuční zákon uvádí, že jakákoliv sloučenina se rozdělí mezi dvě 

nemísitelná rozpouštědla takovým způsobem, aby poměr koncentrací obou fází zůstal 

konstantní. Definuje distribuční konstantu (rozdělovací koeficient), která popisuje 

přechod látek při extrakci v systému voda – organická fáze (např. hexan, toluen, 

dietyleter). Úspěšnost extrakce závisí na typu rozpouštědel, pH, poměru fází, 

rozpuštěné látce v neionizovaném stavu, teplotě, dalších látkách přítomných v 

systému. Distribuční konstanta je dána vztahem: 

 

KD = corg / cvod 

 

KD ... distribuční konstanta 

corg ... koncentrace rozpuštěné látky v organické fázi 

cvod ... koncentrace rozpuštěné látky ve vodné fázi [115] 

 

Tento typ extrakce je nenáročný na provedení a na složitost technického 

vybavení a nespornou výhodou je odstranění matricových efektů při LC-MS z důvodu 

neextrahování soli a fosfolipidů. Technika má však řadu nevýhod a těmi jsou: tvorba 

emulzí, relativně vysoká spotřeba organických rozpouštědel se současným vznikem 

toxického odpadu zatěžující životní prostředí, nevhodnost pro polární látky, časová 

náročnost, mnohdy vícekroková procedura, nízká citlivost a selektivita a obtížná 

automatizace. 
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3.4.2.3 Extrakce na pevné fázi (SPE)  

 SPE je technika, ve které se analyt sorbuje na tuhou fázi z fáze kapalné. 

Interakce analytu s tuhou fází musí být silnější než s fází kapalnou, ve které je analyt 

rozpuštěn. Sorbent je uložen v kolonkách z polypropylenu nebo ze skla nebo lisován 

se skleněnými vlákny do disků, či umístěn ve formě miniaturního disku do 

polypropylenové destičky, Obr. 26. 

SPE se používá pro izolaci, čištění nebo zakoncentrování analytu. Mechanismus 

retence v SPE je stejný jako v kapalinové chromatografii, a proto i používané sorbenty 

jsou velice podobné. Používají se chemicky obrácené vázané fáze na bázi silikagelu, 

normální fáze a iontově výměnné fáze, ale i celá řada dalších sorbentů [116]. 

 

  

 

 

Obr. 26: Extrakční sorbent umístěný ve formě SPE kolonek či ve formě klasických 

nebo miniaturních disků v destičkách [117-119] 
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Při použití SPE se lze vyhnout řadě problémů, které jsou již tradičně spojovány s 

extrakcí kapalina-kapalina. Nejdůležitější výhodou oproti extrakci kapalina-kapalina je 

snížení spotřeby organických rozpouštědel, práce s menšími objemy vzorků, 

jednoduchost provedení, možnost zakoncentrování a přečištění extraktu, selektivita a 

snadná automatizace. Technika má však i své nevýhody, mezi které patří relativní 

časová náročnost, vícekroková procedura, nutnost instrumentálního vybavení, cenová 

náročnost (SPE kolonky na jedno použití), snížená reprodukovatelnost výroby kolonek 

mezi šaržemi, matricové efekty [120, 121]. 

SPE je nejčastěji používána při zpracování kapalných vzorků, především pro 

extrakci středně těkavých a netěkavých látek, jejich zakoncentrování a odstranění 

nežádoucích látek rušících následná analytická stanovení.  

 

Postup provedení SPE 

 Aktivace a kondicionace sorbentu 

Nejprve je vhodný roztok přiveden do kontaktu s tuhou fází. Suché alkylové 

řetězce jsou zhroucené na povrchu křemičitanové matrice a zkroucené do spirál. 

Pokud se ovšem dostanou do kontaktu s vhodnou smáčející kapalinou, jsou jí 

solvatovány, Obr. 27. Řetězce se doslova „naježí“ do prostoru a mohou tak lépe 

zachytit analyt.  Je také důležité, aby sorbent zůstával vlhký i v průběhu následujících 

kroků SPE. 

Obecně se doporučuje nepolární sorbenty předem navlhčit s vodou mísitelným 

rozpouštědlem (např. metanolem) a následně vodou nebo vodným pufrem. Při 

uspořádání na normálních fázích, tj. s polárními sorbenty, je vhodné použít některé 

organické rozpouštědlo, ve kterém je analyzovaná látka dobře rozpustná. Používání 

iontově-výměnných sorbentů vyžaduje kondicionaci vodných roztoků o konstantním 

pH, při kterém mají analyt a funkční iontové skupiny sorbentu opačný náboj. Tento krok 

má v rámci SPE svůj význam a jeho opominutí vede k nižší extrakční účinnosti. Někdy 

se stává, že zvláště první nanášená množství extrahované látky na sorbent nejsou 

zadržována, nanášený roztok působí sám zpočátku jako kondicionační činidlo, teprve 

později je extrahovaná látka zadržována a účinnost extrakce se zvyšuje [116, 122]. 

 

 Aplikace vzorku 

Roztok s  materiálem určeným k izolaci je protlačován rezervoárem, obsahujícím 

sorbent, konstantní průtokovou rychlostí. Obecně se doporučuje, aby průtok nepřesáhl 

2 ml/min u iontovýměnných kolonek, 5 ml/min u ostatních SPE kolonek a 50 ml/min u 

extrakčních disků. Celkový objem vzorku se pohybuje v řádu mikrolitrů až litrů. Analyt 

se váže na tuhou fázi. K dosažení maximální retence sledované látky je nutné 
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přizpůsobit vlastnosti extrahované směsi konkrétním reakčním podmínkám (úpravy 

zahrnují změnu pH, polarity či viskozity extrahovaného media), Obr. 27 [116, 122]. 

 

 Promývání sorbentu 

Vnesení vhodného rozpouštědla na sorbent má odstranit interferující sloučeniny 

ze vzorku, zatímco analyt zůstává vázaný na pevnou fázi. K selektivnímu vymytí 

nežádoucích, kolonkou nezadržených složek vzorku se často používá čistého 

rozpouštědla vzorku, případně jiného, ve kterém je analyt nerozpustný, Obr. 27  [116]. 

 

 Uvolnění analytu 

V tomto posledním kroku se izolovaná látka desorbuje, opouští pevnou fázi a je 

vymyta vhodným elučním činidlem. Eluční objem se liší v závislosti na velikosti 

sorbentu (u extrakčních kolonek 200 l – 2 ml, u extrakčních disků 5 – 10 ml), Obr. 27  

[116]. 

 

 

A) kondicionace B) nanesení vzorku C) promytí kolonky D) eluce analytu 

  

  

 

 

Obr. 27: Postup provedení SPE skládající se z aktivace a kondicionace sorbentu, 

nanesení vzorku, promytí sorbentu, eluce [116] 
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3.4.2.4 Moderní mikroextrakční techniky 

Jak již bylo výše uvedeno, požadavky pro moderní techniky přípravy vzorku 

zahrnují zejména zkrácení času procesu přípravy, snížení počtu kroků a pokles 

spotřeby jak vzorku, tak rozpouštědel s konečným cílem snížit celkové náklady metody, 

její náchylnosti k chybám a to v maximální možné míře. Mnoho nových technik 

použitelných v analýze biologického materiálu bylo vyvinuto v průběhu posledních 

desetiletí. Splňují nejrůznější požadované funkce, ale na druhou stranu jsou náročnější 

na dovednost obsluhy, vybavení laboratoře a tudíž mnohdy mohou vést k nižší 

robustnosti metody. Z důvodu těchto nevýhod často nenahrazují nové moderní 

techniky stabilně zavedené konvenční techniky přípravy vzorku v bioanalytických 

laboratořích nebo farmaceutických společnostech [103]. 

Moderní mikroextrakční techniky mohou být v zásadě rozděleny do dvou velkých 

skupin. Do první patří přístupy založené na extrakci kapalina-kapalina (LLE), mezi něž 

lze zařadit následující příklady: mikroextrakce na kapce SDME (single-drop 

microextraction) [123-125], disperzní mikroextrakce z kapaliny do kapaliny DLLME 

(dispersive liquid-liquid microextraction), mikroextrakce s využitím dutého vlákna 

HF-LPME (hollow fibre liquid phase microextraction), elektromembránová extrakce 

EME (electromembrane extraction). Tyto techniky poskytují své výhody, nicméně jejich 

pole uplatnění zůstává především v analýze životního prostředí nebo potravin [126, 

127]. 

Do druhé skupiny patří přístupy založené na extrakci na pevné fázi (SPE), mezi 

něž řadíme hlavně tyto zástupce: mikroextrakce na pevné fázi SPME (solid-phase 

microextraction), mikroextrakce tuhým sorbentem umístěným v mikrostříkačce MEPS 

(microextraction by packet sorbent), sorpční extrakce míchadlem SBSE (stir bar 

sorptive extraction), extrakce pomocí naplněných špiček pipet DPX (disposable pipette 

tip extraction). 

 

Mikroextrakce na kapce (SDME) 

Tato technika je založena na distribuci analytů mezi mikrokapku extrakčního 

rozpouštědla (obvykle v řádu několika mikrolitrů 1-10 µl) zavěšenou na špičce jehly 

mikrostříkačky a kapalný vzorek obsahující analyty. Po extrakci je mikrokapka zpět 

zatažena do mikrostříkačky a injikována do chromatografického nebo 

elektroforetického systému [128] pro další analýzu. Jeannot a Cantwell [129] byli první, 

kteří v roce 1996 provedli tuto techniku v kombinaci s chromatografickou analýzou 

[126]. 

Nevýhodou SDME je kolísání objemu kapky v průběhu procesu extrakce, 

zejména při použití extrémních podmínek (vysoká rychlost míchání, dlouhá doba 
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extrakce a vysoká teplota), které ovlivňují pokles stability mikrokapky a následně 

analytické přesnosti. Tento problém však může být řešen zavedením vhodného 

vnitřního standardu. Tato technika také není obvykle vhodná pro špinavé vzorky, 

protože suspendované částice mohou nepříznivě ovlivnit stabilitu kapky. V současné 

době existuje šest různých režimů SDME, které lze rozdělit na dvoufázové a třífázové, 

Obr. 28. V režimu dvoufázovém se stanovované analyty extrahují z roztoku vzorku 

(donorová fáze) do organického rozpouštědla (akceptorová fáze) v podobě 

mikrokapky. Naopak v třífázovém režimu se analyty nejprve extrahují z roztoku vzorku 

(donorová fáze) do organického rozpouštědla nebo plynného prostoru nad 

rozpouštědlem a pak následně se extrahují do mikrokapky (akceptorová fáze) [126]. 

 

 Dvoufázové systémy: 

DI-SDME (direct immersion přímé ponoření) 

Principem je přímý kontakt kapky organického rozpouštědla na špičce jehly 

mikrostříkačky s polárním rozpouštědlem, obsahujícím analyt, čímž dojde k jeho 

přechodu z vodné fáze do organického rozpouštědla, Obr. 28. 

 

 

Obr. 28: Schematické zobrazení DI-SDME [130] 

 

CFME (continuous flow, kontinuální průtok) 

Kapka je injikována do skleněné nádoby pomocí konvenční mikrostříkačky a je 

uchycena na výstup PTFE spojovací trubice, skrz kterou protéká vzorek do odpadu. 

Kapka rozpouštědla kontinuálně interaguje s roztokem vzorku za současně probíhající 

extrakce, Obr. 29. Poprvé tuto techniku v roce 2000 popsali autoři Liu a Lee [131]. 
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Obr. 29: Schematické zobrazení CFME [132] 

 

DDME (drop-in-drop) 

Mikrokapka z organického rozpouštědla o velikosti přibližně 1,3 µl je 

suspendována ve větší vodné kapce, ze které je analyt extrahován. Tento systém 

poprvé popsali Liu a Dasgupta [133]. 

 

DSDME (directly suspended droplet, přímo suspendovaná kapička) 

Míchadlo je vloženo na dno vialky obsahující vodný roztok vzorku a za 

neustálého míchání je na povrch vzorku přidáno malé množství (10 - 100 µl) 

nemísitelného organického rozpouštědla. Vír zapříčiní vytvoření jediné kapičky blízko 

centra rotace. Samotné otáčení kapky na povrchu vzorku má vliv na zvýšení přenosu 

hmoty. Tato technika poskytuje v porovnání s ostatními větší flexibilitu a to zejména ve 

výběru množství rozpouštědla nebo frekvenci míchání, Obr. 30 [134]. 

 

 

 

Obr. 30: Schematické zobrazení DSDME [134] 
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 Třífázové systémy: 

HS-SDME (headspace) 

Mikrokapka vodného nebo organického rozpouštědla je v prostoru nad těkavým 

vzorkem. Analyt je v plynné fázi extrahován do mikrokapky rozpouštědla, přičemž 

rychlost přestupu lze ovlivnit mícháním roztoku vzorku. Tímto způsobem lze získat 

velice čistý extrakt z komplikovaných matricí, Obr. 31. 

 

Obr. 31: Schematické zobrazení HS-SDME [130] 

 

LLLME (kapalina-kapalina-kapalina) 

Jedná se o dvoustupňový proces, kdy analyt z vodného roztoku přechází do 

organického rozpouštědla s nižší hustotou než voda a současně probíhá další extrakce 

do vodné kapky, Obr. 32. Při úpravě pH vodného roztoku vzorku se analyt nejprve 

vyskytuje v neutrální formě, která se extrahuje do organické fáze a ionizuje, aby 

následně analyt přešel do vodné fáze kapky [126, 134]. Obvykle se tato technika 

používá pro extrakci analytů z vody do kyselých (pro bazické analyty) nebo zásaditých 

(pro kyselé analyty) akceptorových kapek [130]. 

 

Obr. 32: Schematické zobrazení LLLME [130] 
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Disperzní mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (DLLME) 

Jedná se o relativně mladou extrakční techniku vyvinutou v roce 2006 [135]. Tato 

technika byla nejprve použita pro izolaci organických sloučenin, jako jsou polycyklické 

aromatické uhlovodíky, organofosfátové pesticidy, chlorobenzeny nebo pro stanovení 

organických sloučenin cínu. Konvenční DLLME může být popsána jako třísložkový 

systém tvořený vodným roztokem obsahujícím hledané analyty, extrakčním 

rozpouštědlem nemísitelným s vodou (chlorbenzen, chloroform, tetrachlormetan nebo 

tetrachloretylen) a dispergačním rozpouštědlem mísitelným s vodou (aceton, metanol, 

etanol a acetonitril). 

Postup se skládá ze dvou fází znázorněných na Obr. 33. Množství použitého 

extrakčního rozpouštědla se pohybuje obvykle od 1 - 3% z celkového objemu směsi 

všech rozpouštědel. V první fázi se extrakční rozpouštědlo disperguje ve vodném 

vzorku ve formě jemných kapek a roztok se zakalí. Díky velké povrchové ploše mezi 

extrakčním rozpouštědlem a vodným vzorkem je rychle dosaženo rovnovážného stavu. 

Po druhé fázi centrifugace je extrakční rozpouštědlo shromážděno na dně zkumavky a 

následně injikováno do chromatografického nebo elektroforetického systému. V 

současné době se tato technika používá hlavně pro analýzu jednoduchých vzorků vody 

nebo pro předběžné zkoušky [126, 136, 137]. 

 

 

 

 

Obr. 33: Schematické zobrazení DLLME [132] 
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Mikroextrakce s využitím dutého vlákna (HF-LPME) 

Tento typ extrakce byl poprvé představen v roce 1999 vědci Pedersen-

Bjergaardem a Rasmussenem jako LPME technika [138]. Stanovované látky jsou 

nejprve extrahovány do kapalné membrány (supported liquid membrane, SLM) 

přítomné v pórech hydrofobního dutého vlákna, a později do akceptorového roztoku 

umístěného uvnitř lumen vlákna. Režimy HF-LPME mohou být klasifikovány podle 

počtu fází zapojených do systému, čili na dvoufázové nebo třífázové. 

V obou případech je kapalná membrána vytvořena v pórech stěny vlákna (ve 

tvaru přímé na jednom konci uzavřené trubičky nebo ve tvaru písmene „U“) ponořením 

na několik sekund do organického rozpouštědla (obvykle n-oktanol, dihexyl ether, 

toluen aj.), Obr. 34. V režimu dvoufázovém je stejné rozpouštědlo použito pro vytvoření 

kapalné membrány, tak i pro akceptorovou fázi v lumen vlákna, přičemž je vlákno 

vloženo do vodného vzorku donorové fáze. Naopak třífázový režim se provádí 

zavedením vodné akceptorové fáze do lumen vlákna namísto stejného organického 

rozpouštědla tvořícího SLM a následně by pak vodná fáze mohla být injikována do 

HPLC nebo CE systému [126, 134, 139]. 

 

 

 

 

 

Obr. 34: Schematické zobrazení HF-LPME [140] 
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Elektromembránová extrakce (EME) 

Na základě dlouholetých znalostí a zkušeností profesorů Pedersen-Bjergaarda a 

Rasmussena v oblasti mikroextrakčních technik byla jimi vyvinuta v roce 2006 nová 

technika elektromembránová extrakce, která nesla své základy v dříve zmíněné HF-

LPME [141]. Ta totiž používá jakožto hnací sílu pH gradient, kdy je analyt extrahován z 

vodného vzorku prostřednictvím kapalné membrány ve stěně dutého vlákna až do 

akceptorového roztoku nacházejícího se uvnitř lumen vlákna. Tento proces je poměrně 

časově náročný a zabírá přibližně 45-60 minut. 

Ve snaze o zkrácení doby extrakce byl modifikován princip původního HF-LPME 

zařízení s použitím dvou elektrod připojených ke zdroji napájení. Princip pro novou 

metodu přípravy vzorku je kombinací mezi tradiční extrakcí z kapaliny do kapaliny a 

elektrokinetické migrace. Nabité analyty ve vzorku jsou přitahovány k platinové 

elektrodě s opačným nábojem, který se nachází v akceptorovém roztoku uvnitř lumen 

dutého vlákna, Obr. 35. Tímto způsobem jsou nabité analyty přenášeny přes 

organickou membránu pomocí elektrokinetické migrace v relativně krátkém čase 3 - 5 

minut, Obr. 36. Kapalná membrána musí být s vodou nemísitelná, netěkavá a o nízké 

viskozitě např. 2-nitrofenyl oktyl ether, 1-etyl-2-nitrobenzen, 2-nitrofenyl pentyl ether, 

di(2-etylhexyl) fosfát, 1-isopropyl-4-nitrobenzene, heptanol, oktanol [142-145]. 

 

 

 

 

Obr. 35: Schematické zobrazení vlevo a vpravo reálné zobrazení EME zařízení [146] 

 

Nespornou výhodu této techniky zaznamenáme při analýze biologického 

materiálu jakožto vzorku, kdy je možné extrahovat analyty přímo z biologické matrice 

bez nutnosti ředění nebo jakékoliv předběžné úpravy daného materiálu. EME je 

kompatibilní s širokou škálou různých matric, jako je voda, neředěná plazma, plná krev, 



TEORETICKÁ ČÁST – VYBRANÉ SEPARAČNÍ TECHNIKY 

66 

moč nebo mateřské mléko [147]. Tyto extrakce mohou být dokonce provedeny s 

jednoduchou 9 V baterií jako jediným zdrojem, což do budoucna otevírá možnost pro 

výroby malého přenosného zařízení, Obr. 35. 

 

 

Obr. 36: Porovnání extrakčních časů mezi LPME a EME [146] 
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Mikroextrakce na pevné fázi (SPME) 

Metoda mikroextrakce na pevné fázi byla vyvinuta Arthurem a  Pawliszynem 

v roce 1990 [148]. Jedná se o jednoduchou a účinnou adsorpčně-desorpční techniku 

zkoncentrování analytu. Metoda SPME je použitelná ve spojení s plynovou, ale i 

kapalinovou chromatografií pro stanovení těkavých i netěkavých látek [149]. 

Principem této metody je sorpce složky vzorku na stacionární fázi pokrývající 

křemenné vlákno, které se nachází uvnitř kovové jehly. Vlákno o délce 1 cm pokryté 

polymerem je nejdůležitější součástí zařízení. Nejčastěji je pokryto 

polydimetylsiloxanem (PDMS, tloušťka 7, 30 a 100 µm) pro extrakci nepolárních 

analytů, polyakrylátem (PA, tloušťka 85 µm) pro extrakci polárních analytů (zejména 

fenolů) nebo polydimetylsiloxan-divinylbenzen (PDMS-DVB, tloušťka 65 a 60 µm) pro 

extrakci polárních analytů (zejména aminů) [148]. Jehla slouží k ochraně vlákna před 

mechanickým poškozením a k propíchnutí septa v zátce vialky se vzorkem. Jehla s 

vláknem se ponoří do prostoru se vzorkem, vlákno se z jehly při procesu vzorkování 

vysune pomocí pístu a po dosažení sorpční rovnováhy (individuální; 2 – 90 min) se 

vlákno zatáhne do jehly a celá jehla se ze vzorkované matrice vytáhne a vloží se do 

nástřikového prostoru chromatografu, kde se vlákno opět vysune. K výhodám této 

metody patří rychlost stanovení, citlivost a také vysoká přesnost. Metoda SPME je 

ovlivněna celou řadou faktorů, např. polaritou a tloušťkou stacionární fáze, způsobem 

vzorkování, hodnotou pH, iontovou silou roztoku, teplotou vzorku, mícháním apod. 

[150] . 

SPME technika se umožňuje provádět ve dvou módech. První je založený na 

použití vlákna, označený fiber (based) SPME. Tento mód se dále rozděluje podle 

kontaktu vlákna se vzorkem a to na přímé ponoření, označované zkratkou DI (Direct 

Immersion SPME), při kterém dochází k přímému ponoření vlákna do vzorku a nebo 

Headspace varianta, označovaná zkratkou HS-SPME. Tato varianta využívá extrakci 

analytů do vlákna z prostoru nad vzorkem v uzavřené nádobě. Na Obr. 37 jsou 

znázorněny oba tyto způsoby vzorkování. DI-SPME se používá především pro látky v 

kapalném skupenství a u některých tuhých látek. HS-SPME se používá pro extrakci 

těkavých látek. Ustálení rovnováhy mezi vláknem a analytem v plynném stavu je 

rychlejší než u DI-SPME, protože molekuly analytu se rychleji pohybují v plynu než v 

ostatních skupenstvích. Čas, který je potřeba pro vzorkování HS-SPME je většinou 

relativně krátký, 5-15 min. 
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Obr. 37: Znázornění principů DI- a HS-SPME vpravo a detail vlákna umístěného v jehle 

stříkačky vlevo  [151, 152] 

 

 

Druhý mód je tzv. mikroextrakce v kapilárních kolonách, označovaná jako in-tube 

(IT-) SPME nebo také jako kapilární mikroextrakce (CME). Jedná se o formát, který 

využívá kapilární kolony, jejichž vnitřní povrch je pokryt sorbentem. Kapilára může být 

plněna částicovým sorbentem, jehož nevýhodou je vysoký tlak a v důsledku toho nízká 

rychlost průtoku při extrakci, což vede k tomu, že celý proces extrakce je časově 

náročný. Proto se v současné době více využívá monolitických sorbentů z důvodu 

nižšího tlaku v průběhu extrakce a vyšší celkové pórovitosti ve srovnání s náplňovou 

kapilárou. Na druhou stranu mají tyto kapiláry špatnou reprodukovatelnost mezi 

jednotlivými šaržemi. Dále může být stěna kapiláry potažena sorbentem ve tvaru 

otevřené trubky nebo může být plněna jednotlivými vlákny, což nabízí mnohem vyšší 

propustnost a nízký odpor k proudění kapaliny, Obr. 38. Tato vlákna mají vyšší citlivost, 

než vlákna SPME a dají se použít pro on-line analýzu [153]. 
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Obr. 38: Způsoby plnění kapilár sorbentem [153] 

 

 

SPME metoda má řadu aplikačních využití. Používá se zejména v oblasti 

znečištění životního prostředí (PCB, PAH, pesticidy, fenoly, organokovové sloučeniny – 

Hg, Sn, Pb), ve farmaceutickém průmyslu zejména k izolaci terpenických sloučenin, 

siličných drog, jednotlivých obsahových a účinných látek přítomných v synteticky 

připravených léčivech i ve fytofarmakách, dále v léčebné kosmetice, v potravinářství 

(vonné a chuťové látky, mastné kyseliny, nežádoucí exogenní i endogenní 

kontaminanty) a rovněž ve forenzní analýze, toxikologii a jiných oborech [150]. 

 

 

Mikroextrakce tuhým sorbentem umístěným v mikrostříkačce (MEPS) 

MEPS je mikroextrakční technika, která byla v roce 2004 vyvinuta Abdel-

Rehimem a jeho spolupracovníky. V podstatě se jedná o miniaturizovanou extrakci 

tuhou fází (SPE),  přičemž vlastní extrakční proces je s SPE shodný, Obr. 39. 

V literatuře se lze setkat se dvěma ekvivalentními názvy, a to Microextraction by 

Packed Sorbent nebo Microextraction in Packed Syringe. Zkratka  MEPS se tedy hodí 

pro obě zmíněné varianty. 

Malé množství sorbentu C18, C8 nebo C2 (cca 1 až 4 mg) je vloženo a utěsněno 

do malého barelu přímo v ocelové jehle (BIN, Barrel Insert and Needle Assembly), 

která je připojena k mikrostříkačce o objemu 100 - 250 l, Obr. 39 a Obr. 40. Ke 

kontaktu vzorku se sorbentem dochází ve skutečnosti hned dvakrát, a to poprvé při 

nasátí vzorku do stříkačky a podruhé při jeho vytlačení ze stříkačky ven. Zachycené 

nečistoty jsou následně vymyty vhodným rozpouštědlem o objemu 20 – 50 l. Pro 

desorpci analytů není třeba použít žádný další adaptér (jako při SPME), tudíž je eluce 

provedena pouze tažením rozpouštědla přes BIN do mikrostříkačky [148, 153-155]. 

 

 



TEORETICKÁ ČÁST – VYBRANÉ SEPARAČNÍ TECHNIKY 

70 

 

 

 

Obr. 39: Schéma MEPS BIN v ocelové jehle vlevo a jednotlivé kroky pro provedení 

extrakce vpravo [156] 

 

 

 

 

 

Obr. 40: Zařízení pro MEPS – mikrostříkačka a jehla se sorbentem [157] 

 

 

Automatizovanou on-line extrakci s kapalinovou chromatografií MEPS-LC lze 

realizovat připojením injekční mikrostříkačky k autosampleru (např. CTC-PAL 

autosampler), za použití podobného postupu jako u IT-SPME. Vzhledem k malému 

množství sorbentu je třeba pouze malé množství rozpouštědla pro eluci (obvykle méně 

než 50 l). To znamená, že celý eluent může být přímo nastříknut do LC injektoru. Ve 

srovnání s SPME, vykazuje MEPS vyšší výtěžnost extrakce, citlivost a rychlost 

provedení [153]. 
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Sorpční extrakce míchadlem (SBSE) 

Metoda byla představena v roce 1999 a je založena na stejných principech jako 

SPME. Hlavním cílem bylo eliminovat některé nedostatky techniky SPME, a to 

především omezenou kapacitu vláken. Při této metodě je magnetické míchadlo pokryté 

vrstvou sorbentu (PDMS, polydimetylsiloxan) vloženo přímo do kapalného vzorku, kde 

dochází k sorpci sledovaných sloučenin, Obr. 41. Doba potřebná k dosažení 

rovnovážného stavu při SBSE závisí především na objemu vzorku a rychlosti míchání, 

avšak obvykle se pohybuje do 60 minut. Extrakce analytu je řízena pomocí 

rozdělovacího koeficientu mezi vodnou a siloxanovou fází, což pro PDMS a pro vodný 

vzorek lze korelovat s rozdělovacím poměrem mezi oktanol a vodu. Množství extrakční 

fáze je však v případě SBSE 50 – 250× vyšší než u SPME, kdy na 100 l objemu 

PDMS vlákna připadá 0,5 l extrakční fáze. 

 

 

Obr. 41: Schéma provedení SBSE – vialka s magnetickým míchadlem potaženým 

sorbentem PDMS [153] 

 

 

Analyty zachycené na sorpční vrstvě míchadla lze, stejně jako u SPME, uvolnit 

buď tepelnou desorpcí v případě GC analýzy nebo rozpouštědlem v případě HPLC 

analýzy. Mezi hlavní výhody SBSE techniky patří dosahování vysokých stupňů 

zakoncentrování sledovaných analytů a tudíž je citlivější než SPME. Bohužel však 

proces desorpce je zde pomalejší než u SPME (30 – 150 minut). Z povahy PDMS 

vyplývá, že extrahovány budou přednostně nepolární analyty [158, 159]. 
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Mikroextrakce pomocí naplněných špiček pipet (DPX) 

Jedná se o další variantu tradiční SPE, kterou vyvinul doktor William Brewer 

z univerzity v Jižní Karolíně v USA. DPX je jednoduchá, efektivní, finančně nenáročná 

technika pro separaci a extrakci analytů z různých matric a navíc je šetrná k životnímu 

prostředí z důvodu nízké spotřeby rozpouštědel. Do modifikovaných špiček pipet o 

objemu 200 l je vložen sypký sorbent mezi dvě frity. Jedna frita je umístěna na dolním 

konci špičky, díky níž může být rozpouštědlo nasáto a vypuštěno a druhá frita je 

umístěna na horním konci špičky, aby zabránila kontaminaci rozpouštědla v pipetě. 

 

 

 

Obr. 42: Schéma provedení DPX extrakce [160] 

 

Princip provedení DPX je velice podobný jako při tradiční SPE, Obr. 42. Nejprve 

je třeba provézt kondicionaci za účelem aktivace sorbentu ve špičce. Poté je vzorek 

nasán do špičky, kde se smísí se sorbentem a každá částice sorbentu přijde do 

kontaktu s analyty několikrát. To vede k rychlé a efektivní extrakci, nicméně tento krok 

vyžaduje optimalizaci ekvilibračního času za účelem dosažení účinné extrakce a dobré 

opakovatelnosti. Vzorek je vymyt ze špičky v průběhu promývacího kroku. Promývací 

rozpouštědlo je nutné optimalizovat v závislosti na chemické povaze sorbentu a 

analytu a pravděpodobných matricových interferencí. Nakonec je několikrát nasáto 

přes špičku eluční rozpouštědlo, aby byla zajištěna úplná desorpce analytu ze 

sorbentu. Rozpouštědlo s extrahovanými analyty může být přímo nastříknuto do 

chromatografického systému nebo odpařeno a rekonstituováno za účelem zvýšení 

citlivosti [148]. 

 



VÝSLEDKY A DISKUSE – KOMENTÁŘE K VYBRANÝM PRACÍM 

73 

4 VÝSLEDKY A DISKUSE 

 

4.1 Komentáře k vybraným publikovaným pracím 

 

4.1.1 Rychlá příprava vzorku pro stanovení retinolu a α-tokoferolu 

v lidském mateřském mléce 

 

Úvod 

Během posledních pěti let bylo publikováno mnoho metod pro stanovení retinolu 

α-tokoferolu, avšak většina z nich byla založena na principu kapalinové 

chromatografie. Cílem nově vyvinutých analytických metod je jejich rychlost, 

jednoduchost a dostupnost. Ne každá rutinní laboratoř může být vybavena moderním 

přístrojovým vybavením, a proto je třeba hledat levnější alternativy. Jednou z možností 

je využití monolitických kolon v kapalinové chromatografii. V porovnání s klasickými 

částicovými kolonami využití monolitických zajistí vysokou účinnost separace z důvodu 

lepšího přenosu hmoty a zkrácení doby analýzy (vysokorychlostní separaci) při 

zachování nízkého tlaku v systému. 

Biologické vzorky s vyšším obsahem tuku, mezi které patří i mateřské mléko, 

vyžadují při své přípravě před analýzou tzv. zmýdelnění (saponifikaci). Stanovení 

liposolubilních vitaminů v mateřském mléce lze tedy realizovat až po eliminaci lipidů 

procesem saponifikace s následnou extrakcí, což je mnohdy velmi časově náročné. 

Cílem této práce bylo vyvinout a validovat postup přípravy vzorku pro rutinní stanovení 

retinolu a α-tokoferolu v mateřském mléce s důrazem na zjednodušení a zefektivnění 

celého procesu vzhledem k doposud publikovaným pracím. 

 

Výsledky a diskuse 

Příprava vzorku před analýzou 

Proces přípravy vzorku se skládá z deproteinace, saponifikace a extrakce z 

kapaliny do kapaliny, přičemž jednotlivé kroky byly optimalizovány následujícím 

způsobem: 

- Acetonitril, metanol a etanol byly testovány jako deproteinační činidla. 

- Saponifikace byla provedena hydroxidem draselným (KOH) s přídavkem 

antioxidačního činidla kyseliny askorbové. Byla optimalizována koncentrace 

KOH, objem KOH, čas a teplota v průběhu saponifikace. 
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- Extrakce z kapaliny do kapaliny byla provedena s použitím n-hexanu 

s přídavkem destilované vody. V rámci tohoto kroku bylo testováno množství 

vzorku a použitých rozpouštědel, pH vody a doba třepání extrakční směsi. 

 

Na základě výsledků z optimalizace byly vybrány jako nejvhodnější následující 

podmínky:  

- Objem vzorku: 500 l 

- Deproteinační činidlo: etanol o objemu 1 ml 

- Antioxidační činidlo: kyselina askorbová o objemu 1 ml, c = 0,1 mol/l 

- Saponifikace: hydroxid draselný, objem 1 ml, c = 10 mol/l, 30 min, 

80 °C, bez přístupu světla 

- Extrakce: h-hexan o objemu 2 ml, voda o objemu 1 ml, 

pH = 5,2, doba třepání 5 minut 

- Centrifugace: 3220×g, 10 minut, 4 °C 

 

Validace metody 

V rámci validace celého postupu pro přípravu vzorku byly hodnoceny následující 

parametry: 

- Správnost: Vzorek mateřského mléka byl obohacen přídavkem standardní 

látky obou vitaminů o stanovené koncentraci. Správnost byla 

vyjádřena pomocí výtěžnosti hledaných analytů na třech 

koncentračních úrovních. 

- Přesnost: 1) Přesnost metody byla vyjádřena pomocí relativní směrodatné 

odchylky (RSD) vyhodnocené na základě šesti měření v průběhu 

jednoho dne (tzv. intra-day precision). 

2) Dále byla přesnost vyjádřena pomocí relativní směrodatné 

odchylky (RSD) vyhodnocené v průběhu čtyř po sobě jdoucích 

dnech vždy na šesti vzorcích (tzv. inter-day precision). 

 

Podmínky HPLC analýzy 

Liposolubilní vitaminy byly analyzovány na HPLC systému Shimadzu 

Prominence LC 20 za následujících podmínek: 

- Mobilní fáze: 100 % MeOH  

- Průtok mobilní fáze: 2,5 ml/min 

- Stacionární fáze: Chromolith Performance RP-18e, 100 × 4,6 mm 

- Teplota kolony: 25 °C 

- Objem nástřiku: 20 l 
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- DAD detekce: retinol (325 nm), α-tokoferol (295 nm) 

- Celkový čas analýzy: 2,0 min 

 

Závěr 

Nově vyvinutý postup pro přípravu vzorku byl validován a shledán jako vhodný 

pro analýzu retinolu a α-tokoferolu v lidském mateřském mléce. Metoda byla 

aplikována na vzorky mateřského mléka získané z Fakultní nemocnice Hradec Králové 

od randomizované skupiny 27 žen (ve věku 29 ± 4 roky) v různých fázích laktace (1-2, 

3-4, 5-6 a 9-12 měsíců) po porodu. Byl hodnocen a statisticky zpracován nutriční stav 

těchto vzorků. 

Vyvinutá metoda s výsledky screeningu byla publikována v časopise Talanta 

v roce 2012 (viz. Příloha 8). 
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4.1.2 Využití core-shell technologie pro stanovení retinolu a α-tokoferolu 

v mateřském mléce 

 

Úvod 

Vedle technologie monolitických kolon existuje další moderní směr soustředící se 

na vývoj kolon s povrchově porézními částicemi. Komercializace tohoto směru 

započala v roce 2006 vývojem první kolony s tzv. HALO částicemi od americké firmy 

Advanced Materials Technology. Reakce dalších firem zapříčinila vznik mnoha kolon s 

touto technologií lišících se svou velikostí a hlavně velikostí a chemickou podstatou 

částic.   

V této práci byly zkoumány výhody, nevýhody a fyzikálně-chemické parametry 

monolitických kolon a kolon s povrchově porézními částicemi. Bylo vybráno šest 

různých typů kolon od třech firem dostupných ve Výzkumné laboratoři III. interní 

gerontometabolické kliniky Fakultní nemocnice Hradec Králové. Tyto kolony byly 

porovnány pomocí Van Deemterových křivek a testů vhodnosti systému, na jejichž 

základě byla vyhodnocena jediná kolona. S touto kolonou byla provedena revalidace 

stávající metody pro monitorování retinolu a α-tokoferolu v mateřském mléce. Hlavní 

důraz byl kladen na snížení času analýzy a spotřebu organických rozpouštědel 

(mobilní fáze) při zachování či zlepšení separačních vlastností. 

 

Výsledky a diskuse 

Všechny vzorky mateřského mléka byly zpracovány LLE po předchozí 

deproteinaci a saponifikaci dle původního postupu validovaného Dr. Kašparovou a kol. 

[161] a dále analyzovány na HPLC systému Shimadzu Prominence LC 20 za 

následujících podmínek: 

Referenční metoda s monolitickou kolonou: 

- Mobilní fáze: 100 % MeOH  

- Průtok mobilní fáze: 2,5 ml/min 

- Stacionární fáze: Chromolith Performance RP-18e; 100 × 4,6 mm 

- Tlak na koloně: 7,4 MPa (1069 PSI) 

- Teplota kolony: 25 °C 

- Objem nástřiku: 20 l 

- DAD detekce: retinol (325 nm), α-tokoferol (295 nm) 

- Celkový čas analýzy: 2,0 min 
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Nově vyvinutá metoda využívající kolonu s povrchově porézními částicemi: 

- Mobilní fáze: 100 % MeOH  

- Průtok mobilní fáze: 1,5 ml/min 

- Stacionární fáze: Kinetex C18 (2,6 m; 100 × 4,6 mm) 

- Tlak na koloně: 12,5 MPa (1816 PSI) 

- Teplota kolony: 49 °C 

- Objem nástřiku: 5 l 

- DAD detekce: retinol (325 nm), α-tokoferol (295 nm) 

- Celkový čas analýzy: 1,75 min 

 

Validace metody 

Validace metody byla provedena podle knihy Validace chromatografických metod 

– praktický průvodce od autora D. M. Bliesnera a také dle doporučení FDA a 

mezinárodní konference pro harmonizaci ICH [162, 163]. 

 

Testované stacionární fáze: 

Monolitické kolony: 

- Chromolith Performance RP-18e, 50 × 4,6 mm, Merck (Darmstadt, Germany) 

- Chromolith Performance RP-18e, 100 × 4,6 mm, Merck (Darmstadt, Germany)  

 

Kolony s povrchově porézními částicemi: 

- Kinetex C18, 2,6 μm, 100 × 4,6 mm, Phenomenex (Torrance, USA)  

- Kinetex C18, 2,6 μm, 50 × 4,6 mm, Phenomenex (Torrance, USA)  

- Ascentis Express C18, 2,7μm, 100 × 4,6 mm, Supelco (Bellefonte, USA)  

- Ascentis Express C18, 2,7μm, 50 × 4,6 mm, Supelco (Bellefonte, USA)  

 

Byly hodnoceny následující parametry: 

- Test vhodnosti systému (SST): hodnocené parametry popisují funkčnost a 

účinnost chromatografického systému. Byly ověřeny: počet teoretických pater 

(N), výškový ekvivalent teoretického patra (HETP), chvostování píků (Tf), 

rozlišení píků (RS), separační faktor (α). 

- Linearita byla definována rovnicí regresní přímky. Byla stanovena na základě 

šesti koncentračních úrovní pro retinol v rozmezí 0,0558 - 7,0 mmol/l a pro α-

tokoferol v rozmezí 0,42 - 50,0 mmol/l. 

- Správnost byla vyjádřena jako těsnost shody mezi skutečnou hodnotou a 

naměřenou hodnotou. Správnost metody tedy byla stanovena metodou 
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standardního přídavku jako výtěžnost vypočtená ze tří měření na třech 

úrovních. 

- Přesnost byla vyjádřena jako těsnost shody mezi sérií naměřených dat 

získaných z několika alikvotů vytvořených z homogenního vzorku za 

předepsaných podmínek. Přesnost metody byla stanovena jako 

opakovatelnost vyjádřená relativní standardní odchylkou (RSD). RSD byla 

vypočítána pro plochu píku a retenční čas na základě analýzy šesti vzorků 

lidského mateřského mléka. 

- Limit detekce (LOD) je nejnižší množství analytu ve vzorku, které může být 

detekováno, ale ne kvantifikováno na přesnou hodnotu. LOD byl vyjádřen jako 

koncentrace analytu odpovídající poměru signálu k šumu (3:1).  

- Limit kvantifikace (LOQ) je nejnižší množství analytu ve vzorku, které může 

být kvantitativně stanoveno s vhodnou přesností a správností. LOQ byl 

vyjádřen jako koncentrace analytu odpovídající poměru signálu k šumu (10:1). 

 

Závěr 

Byla vyvinuta a validována nová metoda s využitím kolony s povrchově 

porézními částicemi - Kinetex C18 (2,6 μm, 100 × 4,6 mm), na jejímž základě došlo ke 

zlepšení validačních parametrů a ke snížení spotřeby vzorku a organických 

rozpouštědel v porovnání s původní referenční metodou využívající monolitickou 

kolonu. 

HPLC metoda byla aplikována pro analýzu retinolu a α-tokoferolu na 50-ti 

reálných vzorcích lidského mateřského mléka. Vyvinutá metoda byla publikována 

v časopise Talanta v roce 2013 (viz. Příloha 5). 
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4.1.3 Nová metoda pro klinické monitorování 25-OH D3 a 25-OH D2 

pomocí UHPLC MS/MS 

 

Úvod 

Vitamin D je pojem shodný pro skupinu steroidních hormonálních prekurzorů, 

souhrnně označovaných jako kalciferoly. Jejich klinický výzkum zaznamenal v 

posledních několika letech fenomenální růst. Kalciferoly jsou výchozí látkou pro 

syntézu kalcitriolu, hormonu zasahujícího do metabolismu vápníku a fosforu. Protože je 

kalciferol endogenním produktem lidského organizmu, nevyhovuje úplně definici 

vitaminu, ale je považován za prehormon. 

Chemicky rozlišujeme vitamin D2 (ergokalciferol), který je přijímán z rostlinných 

zdrojů a obvykle představuje minoritní složku a vitamin D3 (cholekalciferol), jakožto 

endogenní formu, která vzniká v kůži působením UV záření z dehydrocholesterolu. 

Konverzí cholekalciferolu a ergokalciferolu v játrech vzniká 25-hydroxy vitamin D 

(kalcidiol, 25-OH D). Tento metabolit představuje primární cirkulující formu, která slouží 

jako klinický marker monitorující celkový stav vitaminu D v lidském organismu a má 

tedy velký diagnostický význam. 

Deficit vitaminu D se stále více projevuje u běžné populace kvůli špatnému 

nutričnímu stavu, krátkému kontaktu se slunečním zářením a větší ochraně proti 

slunečnímu záření. Nedostatečná hladina vitaminu D může vést ke zvýšenému riziku 

vzniku diabetu mellitu, osteoporózy, srdečních onemocnění, autoimunitních chorob, 

různých druhů rakoviny a jiných patofyziologických poruch. 

25-OH vitamin D je v séru vázán s vysokou afinitou k vazebnému proteinu (DBP). 

Nedostatečné uvolnění z vazby a inaktivace vazebného proteinu vede ke špatné 

porovnatelnosti výsledků mezi jednotlivými principy stanovení. Klíčem ke standardizaci 

je využití kalibrátoru s návazností na certifikovaný referenční materiál NIST SRM 972. 

Cílem výzkumu bylo vyvinout a validovat LC-MS/MS metodu s využitím již zmíněného 

referenčního materiálu, jako kalibračního materiálu obsahujícího sérovou matrici. 

 

Výsledky a diskuse 

Celkový vývoj a všechny analýzy byly provedeny na systému UHPLC Nexera 

s tandemovou hmotnostní detekcí LCMS-8030 od firmy Shimadzu s ionizací 

elektrosprejem v pozitivním módu (ESI+). Prvním krokem vývoje metody byla 

optimalizace MS podmínek za použití automatického systému v softwaru Shimadzu 

LabSolution 5.41 SP1. Prostřednictvím tohoto procesu byla vyhodnocena optimální 
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napětí na prvním, třetím kvadrupólu, v kolizní cele a zároveň pět z nejvíce intenzivních 

MRM přechodů pro identifikaci a kvantifikaci metabolitů 25-OH D3 a 25-OH D2. 

 

Příprava vzorku před analýzou 

50 l 4% monohydrátu síranu zinečnatého společně s 400 l metanolu bylo 

smícháno ve zkumavce s 200 l lidského séra. Směs byla poté 20 vteřin míchána na 

vortexu a následně inkubována 10 minut při 4°C. Poté byla směs centrifugována 

5 minut při 21°C a 14 000 × g. 300 l supernatantu bylo odebráno a filtrováno přes 

0,2 m filtry umístěné v mikrotitrační destičce pomocí vakuové pumpy. Následně byl 

filtrát nastříknut přímo do UHPLC systému a analyzován. 

 

Porovnání kolon 

Jako stacionární fáze byly testovány následující kolony s plně porézními nebo 

povrchově porézními částicemi: 

- Acquity HSS T3 (1,8 m; 2,1 × 50 mm) 

- Ascentis Express amide (2,7 m; 3 × 75 mm) 

- Kinetex C18 (1,7 m; 3 × 100 mm) 

 

Podmínky UHPLC MS/MS analýzy 

- Mobilní fáze: 0 – 5,9 minut – 72% acetonitril / 28% voda (v/v) 

  5,9 – 8 minut – 90% acetonitril / 10% voda (v/v) 

 - úprava pH kyselinou mravenčí na hodnotu 2,58 

- Průtok mobilní fáze: 0 – 5,9 minut – průtok 0,5 ml/min 

 5,9 – 8 minut – průtok 0,8 ml/min 

- Stacionární fáze: Kinetex C18 (1,7 m; 3 × 100 mm) 

- Teplota kolony: 50 °C 

- Objem nástřiku: 20 l 

- MRM detekce: 25-OH D3: 401,4 > 383,2 a 383,2 > 365,2  

 25-OH D2: 413,2 > 83,1 a 413,2 > 395,15 

- Celkový čas analýzy: 9 minut 

 

Validace metody 

Validace metody byla provedena podle směrnice pro validaci bioanalytických 

metod EMEA z roku 2011 a také dle doporučení FDA a mezinárodní konference pro 

harmonizaci ICH [164, 165]. 
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- Linearita je definována rovnicí regresní přímky. Byla stanovena na základě 

analýzy certifikovaného referenčního materiálu SRM 972 připraveného 

z lidské plazmy o předem známých koncentracích. Kalibrační křivka byla 

vytvořena ze čtyř koncentračních úrovní pro 25-OH D3 a tří úrovní pro 

25-OH D2. Každý bod křivky byl tvořen průměrem ze tří měření jednotlivě 

připravených kalibrátorů. 

- Přesnost byla vyjádřena jako relativní směrodatná odchylka plochy píku a 

prokázána na třech úrovních vzorků séra o známé koncentraci. Přesnost 

v sérii (intra-assay precision) byla hodnocena pomocí šesti jednotlivě 

extrahovaných vzorků z jednoho zdroje. Přesnost mezi sériemi (inter-assay 

precision) byla hodnocena v průběhu čtyř dnů a každý den ze tří individuálně 

extrahovaných vzorků z jednoho zdroje. Přesnost v sérii a mezi sériemi 

nepřekročila 6,5%. 

- Správnost byla hodnocena pomocí kontrolního materiálu MassCheck 

25-OH D3 / D2 (level 1 + 2) o známých koncentracích s návazností na 

standardní referenční materiál. Obě úrovně byly extrahovány třikrát. Výtěžnost 

byla stanovena v rozmezí od 95,8 do 102% pro oba analyty, a tudíž 

nepřekročila limit 100 ± 15%. 

- Limit detekce (LOD): je nejnižší množství analytu ve vzorku, které může být 

detekováno, ale ne kvantifikováno na přesnou hodnotu. LOD byl vyjádřen jako 

koncentrace analytu odpovídající poměru signálu k šumu (3:1).  

- Limit kvantifikace (LOQ): je nejnižší množství analytu ve vzorku, které může 

být kvantitativně stanoveno s vhodnou přesností a správností. LOQ byl 

vyjádřen jako koncentrace analytu odpovídající poměru signálu k šumu (10:1). 

- Robustnost metody byla testována na změně zastoupení organické složky 

mobilní fáze o ± 2%, dále na změně teploty kolonového termostatu o ± 2°C a 

na změně průtoku mobilní fáze o ± 0,2 ml/min. Vliv různého přídavku kyseliny 

mravenčí do mobilní fáze byl také hodnocen. 

- Selektivita byla definována jako schopnost metody rozlišit sledované analyty 

od endogenních interferujících složek vzorku. Selektivita byla prokázána 

pomocí šesti různých vzorků lidského a kontrolního séra a hodnocena jako 

RSD retenčních časů. Limit ve výši 2% nebyl překročen u obou analytů. Dále 

byla selektivita hodnocena jako poměr relativních intenzit MRM přechodů, 

přičemž limit 15% nebyl překročen. 
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Aplikace metody 

Vyvinutá metoda byla aplikována na analýzu 25-OH D3 a 25-OH D2 u celkem 79 

vzorků pacientských sér. Biologické vzorky byly odebrány v průběhu roku 2011 od 35 

gerontologických pacientů, od 26 pacientů s familiární hypercholesterolemií a od 18 

pacientů trpících věkem podmíněnou makulární degeneraci. 

 

A. Gerontologičtí pacienti 

- Skupina A1, Obr. 43 – pacienti nad 90 let věku, soběstační, bez 

závažných chorob, kontrolováni ambulantně v poradně pro 

gerontologické pacienty na III. interní gerontometabolické klinice 

Fakultní nemocnice Hradec Králové. 

- Skupina A2, Obr. 43 – pacienti stejné poradny jako skupina 1, ale o 10 

let mladší. 

- Skupina A3, Obr. 43 – pacienti nad 90 let věku, ale z LDN Hradec 

Králové, kteří se do LDN dostali díky nepohyblivosti, např. po zlomenině 

krčku stehenní kosti. Pacienti mentálně zdraví, bez demence. 

Kontrolováno Critch testem. 

B. Pacienti s familiární hypercholesterolémií (FH) - léčení LDL aferézou, Obr. 44 

C. Pacienti s věkem podmíněnou makulární degenerací (AMD, age-related 

macular degeneration) - léčení hemorheoferézou, Obr. 45 

 

Obr. 43: Krabicový diagram znázorňující výsledky hladiny 25-OH D3 u vzorků 

gerontologických pacientů - skupina A 
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Obr. 44: Krabicový diagram znázorňující výsledky hladiny 25-OH D3 u vzorků pacientů 

s familiární hypercholesterolémií - skupina B  

 

 

Obr. 45: Krabicový diagram znázorňující výsledky hladiny 25-OH D3 u vzorků pacientů 

s věkem podmíněnou makulární degenerací - skupina C. 
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Závěr 

V rámci této práce byla vyvinuta a validována jednoduchá a rychlá UHPLC 

metoda s hmotnostní detekcí pro analýzu 25-OH D3 a 25-OH D2. v lidském séru. Tato 

metoda byla založena na použití standardizovaného materiálu SRM 972, určeného pro 

kalibraci, a kontrolního materiálu určeného pro hodnocení mezilehlé preciznosti. 

Analýza metabolitů 25-OH D3 a 25-OH D2 v lidském séru u gerontologických 

pacientů a pacientů trpících FH a AMD léčených extrakorporální eliminací přinesla 

nové patofyziologické poznatky. Kvantifikovatelná hladina metabolitu 25-OH D2 byla 

přítomna u 6,3% pacientů a v důsledku tohoto malého množství nebyl tento parametr 

dále statisticky hodnocen. Výsledky 25-OH D byly v referenčním rozmezí u 12,7% 

pacientů, mírně deficitní u 6,3% pacientů, deficitní u 27,8% pacientů a nedostatečné u 

53,2% pacientů. 

Uvedené výsledky byly statisticky zpracovány pomocí softwaru NCSS 2004. 

Statisticky významné rozdíly byly hodnoceny mezi skupinami A1 - A3 pomocí Mann-

Whitney U testu a v případě skupin B a C byla statistická významnost zkoumána před 

a po extrakorporální terapii pomocí Wilcoxon testu. Při zvolené hladině významnosti 

p ≤ 0,05 byly zjištěny statisticky významné rozdíly v hladině 25-OH D3 mezi skupinami 

A2 a A3 a po extrakorporální eliminace ve skupinách B a C. 

Popsaná metoda se statistických zpracováním výsledků u vybraných skupin 

pacientů byla publikována v časopise Journal of Separation Science v roce 2013 (viz. 

Příloha 4). 
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4.1.4 Spojení ultracentrifugace a extrakce na pevné fázi s následnou 

chromatografickou analýzou α-tokoferolu v erytrocytární membráně 

 

Úvod 

Vitamin E má klíčovou funkci, podobně jako cholesterol, ve strukturální stabilitě 

buněčné membrány. Pojem vitamin E zahrnuje osm přírodních sloučenin: čtyři 

tokoferoly a čtyři tokotrienoly, pojmenované jako α-, β-, γ- a δ-, přičemž α-tokoferol je 

forma s největší biologickou aktivitou v lidském organismu. 

Erythrocyty jsou hlavní buněčné složky krve a pravděpodobně jsou nejvíce 

náchylné na oxidativní poškození. α-Tokoferol v membráně červených krvinek inhibuje 

volné kyslíkové radikály a potlačuje oxidaci. Jeho nedostatek tedy přispívá ke snížení 

tvárnosti a přežití erytrocytů a ke zvýšení jejich náchylnosti k poškození a přilnavost k 

endotelovým buňkám. Současně tak vzniká nerovnováha mezi tvorbou volných 

radikálů a jejich hlavním scavengrem a následně dochází k oxidačnímu stresu, který 

narušuje celistvost membrán a ohrožuje celou řadu fyziologických procesů závislých na 

funkční integritě membrán. Hladina erytrocytárního α-tokoferolu je spolehlivější 

indikátor stavu vitaminu E, než je jeho sérová či plazmatická koncentrace. Nedostatek 

α-tokoferolu byl pozorován např. u srpkovité anemie, talasamie, nedostateku glukózo-

6-fosfát dehydrogenázy a také u hypercholesterolémie.  

V literatuře bylo popsáno mnoho postupů pro narušení buněčné struktury a 

následné extrakci α-tokoferolu, nicméně tyto metody jsou mnohdy časově náročné a 

složité. Proto vývoj nových, rychlejších a jednodušších metod pro stanovení α-

tokoferolu v erytrocytární membráně má v klinické praxi velký význam. Cílem této 

práce bylo optimalizovat a validovat postup přípravy vzorku pomocí ultracentrifugace 

ve spojení s SPE technikou a následnou chromatografickou analýzou. 

 

Výsledky a diskuse 

Příprava erytrocytárních membrán 

Vzorek plné krve byl centrifugován 10 minut při 4°C a 2000× g a poté z něho byla 

odstraněna separovaná plasma. Fyziologický roztok s 0,01% BHT byl přidán ke zbylým 

erytrocytům a doplněn na konečný objem 2,5 ml. Směs byla promísena a 

centrifugována za stejných podmínek viz výše. Promyté erytrocyty opět sedimentovaly 

a fyziologický roztok se zbylou plazmou byl odstraněn. Tento postup byl opakován 

třikrát. Vzorek promytých erytrocytů byl uskladněn při teplotě -85°C. 

200 l erytrocytární suspenze ředěné s 0,01% BHT ve fyziologickém roztoku 

v poměru 1:1 (v/v) bylo pipetováno pístovou pipetou do ultracentrifugační zkumavky. 
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Poté bylo přidáno 450 l HEPES (o koncentraci c = 5 mmol/l a pH = 7,4 - 7,5) a 450 l 

D-mannitolu (o koncentraci c = 50 mmol/l) a 11 l chloridu vápenatého (o koncentraci 

c = 1 mol/l). Celá směs byla protřepána a odstředěna na ultracentrifuze po dobu 

3 minut při rychlosti 288 000× g (poloměr rotoru rav = 31,8 mm) při 4°C. Po odstředění 

bylo 500 l supernatantu opatrně odstraněno a do ultracentrifugační zkumavky ihned 

přidáno 100 l kyseliny L-askorbové (o koncentraci c = 100 mmol/l), vlivem čehož byla 

sedimentovaná membránová peleta resuspendována a náležitě homogenizována. 

 

Extrakce na pevnou fázi 

Extrakce byla provedena na SPE vakuovém manifoldu Supelco Visiprep 

připojenému k vakuové pumpě VACC Space-50. Různé SPE kolonky, objemy 

nanesených vzorků, objemy promývacích a elučních rozpouštědel byly testovány za 

účelem zvýšení výtěžnosti α-tokoferolu. Následující SPE sorbenty od odlišných 

výrobců byly porovnány – HLB Oasis 200 mg / 6 ml, Strata X 30 mg / 1 ml, Spe-ed 

Flow ABN, Spe-ed C18 500 mg / 3 ml. 

Pro finální extrakci byla použita SPE kolonka Spe-ed C18 s objemem 3 ml a 500 

mg množstvím sorbentu. SPE sorbent byl aktivován 1 ml metanolu a následně promyt 

1 ml destilované vody. Celý výše připravený homogenát erytrocytárních membrán byl 

společně s vnitřním standardem tokoferol acetátem o koncentraci 4 mol/l a objemu 

0,5 ml nanesen na SPE kolonu. Po adsorpci α-tokoferolu byla kolona promyta 1 ml 

destilované vody s metanolem v poměru 95: 5 (v/v) a poté s 1 ml destilované vody. 

α-Tokoferol a tokoferol-acetát byly eluovány 2 ml n-hexanu. Eluát byl odpařen při 

teplotě 45°C ve vakuovém koncentrátoru, odparek rekonstituován 100 l metanolu, 

nastříknut do HPLC systému a analyzován. 

 

Podmínky HPLC analýzy 

Použitá chromatografická metoda pro analýzu α-tokoferolu v membráně 

erytrocytů byla vyvinuta již dříve doc. Solichovou a kol. [166] ve Výzkumné laboratoři 

III. interní gerontometabolické kliniky Fakultní nemocnice Hradec Králové a její 

podmínky jsou následující: 

- Mobilní fáze: 100 % MeOH  

- Průtok mobilní fáze: 2,5 ml/min 

- Stacionární fáze: Chromolith Performance RP-18e; 100 × 4,6 mm 

- Teplota kolony: 25 °C 

- Objem nástřiku: 50 l 

- DAD detekce: α-tokoferol, tokoferol acetát (295 nm) 
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- Celkový čas analýzy: 2,5 min 

 

Závěr 

Nově vyvinutá metoda byla úspěšně validována a aplikována na vzorky 

pacientských erytrocytů. Spojením ultracentrifugace a extrakce na pevnou fázi se 

podstatně snížila doba potřebná pro úpravu vzorku v porovnání s dříve popsanými 

technikami. Metoda je vhodná pro stanovení α-tokoferolu v membráně erytrocytů v 

případě terapeutického monitorování hemolytické anémie vzniklé z různých příčin, 

účinků působení LDL-aferézy nebo jako marker rizika vzniku aterosklerózy. 

Popsaná metoda byla publikována v časopise Journal of Separation Science 

v roce 2015 (viz. Příloha 3). 
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6 ZÁVĚR 

 

Předložená práce se zabývá vývojem a validací nových LC metod pro stanovení 

biologicky aktivních látek, zejména liposolubilních vitaminů A, E, D a jejich metabolitů 

v různých biologických matricích. Vitaminy jsou organické látky neenergetické povahy, 

které organismus není schopen syntetizovat s výjimkou steroidního hormonálního 

prekurzoru vitaminu D. V organismu se vitaminy podílejí na celé řadě biochemických 

reakcí buď přímo, nebo jako koenzymy, a proto je důležité jejich stav monitorovat. 

Moderní chromatografické metody mají schopnost separovat a identifikovat 

léčiva a jejich metabolity s vysokým rozlišením, citlivostí a ve velmi krátké době. Patří 

mezi široce používané analytické techniky ve výzkumných i rutinních laboratořích. 

V této práci byly pro analýzu liposolubilních vitaminů použity nové trendy kapalinové 

chromatografie, mezi něž patří ultra-vysokoúčinná  kapalinová chromatografie, detekce 

pomocí tandemové hmotnostní spektrometrie či nové typy stacionárních fází jako např. 

monolitické kolony a kolony s povrchově porézními částicemi. 

Experimentální část disertační práce byla rozdělena do čtyř kapitol. V prvních 

dvou byl popsán vývoj metody pro stanovení retinolu a α-tokoferolu v lidském 

mateřském mléce s využitím monolitických kolon a kolon s povrchově porézními 

částicemi. V rámci optimalizace a validace metody byly znázorněny výsledky porovnání 

těchto stacionárních fází, na jejichž základě byla vybrána nejvhodnější kolona Kinetex 

C18 (2,6 μm, 100 × 4,6 mm). V porovnání s monolitickými kolonami došlo ke zlepšení 

validačních parametrů a ke snížení spotřeby vzorku a organických rozpouštědel. 

Metoda byla aplikována na vzorky mateřského mléka získané z Fakultní nemocnice 

Hradec Králové od randomizované skupiny 27 žen v různých fázích laktace. 

Další práce se zabývala vývojem metody pro stanovení 25-hydroxy vitaminu D3 a 

25-hydroxy vitaminu D2 pomocí systému UHPLC-MS/MS. Tato metoda byla založena 

na použití standardizovaného referenčního materiálu NIST SRM 972 a přispěla 

k rozšíření nabídky metod, protože v té době neexistovala ve Fakultní nemocnici 

Hradec Králové metoda pro stanovení výše uvedených metabolitů vitaminu D. Metoda 

byla aplikována na vzorky lidského séra pro klinické monitorování stavu 

gerontologických pacientů, pacientů trpících familiární hypercholesterolémií léčených 

LDL aferézou a pacientů s věkem podmíněnou makulární degenerací léčených 

hemorheoferézou. 

V rámci poslední práce byl vyvinut nový extrakční postup spojením 

ultracentrifugace a extrakce na pevné fázi s následnou HPLC analýzou α-tokoferolu 

v erytrocytární membráně. Metoda je vhodná ke stanovení α-tokoferolu v případě 
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terapeutického monitorování hemolytických anémií vzniklých z různých příčin, pro 

zjištění rizika rozvoje aterosklerózy nebo pro sledování saturace organismu vitaminem 

E, či vlivu LDL aferézy. 

Uvedené metodiky byly vyvinuty a validovány ve Výzkumné laboratoři III. interní 

gerontometabolické kliniky ve Fakultní nemocnici Hradec Králové, kde buď nahradily 

původní používané techniky, nebo rozšířily spektrum nabízených metod pro klinický 

výzkum či monitorování zdravotního stavu pacientů. Všechny práce byly úspěšně 

publikovány v renomovaných analyticky orientovaných mezinárodních časopisech 

s impakt faktorem. 
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