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ABSTRAKT 

 

Univerzita Karlova v Prahe 

CŀǊƳŀŎŜǳǘƛŎƪł Ŧŀƪǳƭǘŀ Ǿ IǊŀŘŎƛ YǊłƭƻǾŞ 

YŀǘŜŘǊŀ ŀƴŀƭȅǘƛŎƪŜƧ ŎƘŞƳƛŜ 

YŀƴŘƛŘłǘΥ tŜǘǊŀ wƛŀǎƻǾł 

~ƪƻƭƛǘŜƯΥ tƘŀǊƳ5ǊΦ tŀǾŜƭ WłőΣ tƘΦ5Φ 

błȊƻǾ ŘƛǇƻƳƻǾŜƧ ǇǊłŎŜΥ ±ȇǾƻƧ ƪŀǇƛƭłǊƴƝ ŜƭŜƪǘǊƻƳƛƎǊŀőƴƝ ƳŜǘƻŘȅ ǇǊƻ ǎǘŀƴƻǾŜƴƝ 

ƻōǎŀƘƻǾȇŎƘ ƭłǘŜƪ ǎƛƭȅƳŀǊƛƴǳ LΦ 

 

¢łǘƻ Řiplomovł ǇǊłŎa sa venuje ǾȇǾƻƧu ƳŜǘƽŘȅ ƴŀ ǎǘŀƴƻǾŜƴƛŜ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ 

flavonolignanov obsiahnutȇŎƘ Ǿ silymarƝƴe ǇƻƳƻŎƻǳ ƳƛŎŜƭłǊƴŜƧ ŜƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪŜƧ 

chromatografie. hǇǘƛƳŀƭƛȊłŎƛŀ ƳŜǘƽŘȅ ǇǊŜōƛŜƘŀƭŀ ǘŜǎǘƻǾŀƴƝƳ ǾǇƭȅǾǳ ǇŀǊŀƳŜǘǊƻǾ ŀƪƻ 

ǎǵ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŀ ƪȅǎŜƭƛƴȅ ōƻǊƛǘŜƧΣ ƪƻƴŎŜǘǊłŎƛŀ ŘƻŘŜŎȅƭǎƝǊŀƴǳ ǎƻŘƴŞƘƻΣ ƪƻƴŎŜǘǊłŎƛŀ 

ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴǳΣ ƻōǎŀƘ ƻǊƎŀƴƛŎƪŞƘƻ ƳƻŘƛŦƛƪłǘƻǊŀΣ ǇI ŀ sŜǇŀǊŀőƴŞ ƴŀǇŅǘƛe ƴŀ ǎŜǇŀǊłŎƛǳΦ 

V priebeƘǳ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊłŎƛŜ ōola najprv aplikovanł ǳƴƛǾŀǊƛŀƴǘƴł ƻǇǘƛƳŀƭƛȊłŎƛŀΣ ƪǘƻǊł ŀƭŜ 

neviedla k nłƧŘŜƴƛǳ optimłlnyŎƘ ǎŜǇŀǊŀőƴȇch podmienok a tak bol v řŀƭǑom priebehu 

ǇǊłŎŜ ǇƻǳȌƛǘȇ ŎƘŜƳƻƳŜǘǊƛŎƪȇ ǇrƝǎǘǳǇ ƪ ǾȇǾƻƧƛ ǎŜǇŀǊŀőƴej metƽdy. {ŜǇŀǊłŎƛŀ prebiehala 

v ƪǊŜƳŜƴƴŜƧ ƪŀǇƛƭłǊŜ ǎ priemerom 50 ҡm, s ŎŜƭƪƻǾƻǳ ŘƮȌƪƻǳ 47,2 cm a ŜŦŜƪǘƝǾƴƻǳ 

ŘƮȌƪƻǳ 38,7 cm a ƴŜǎƪƾǊ ōƻƭŀ ƳŜǘƽŘŀ ǇǊŜǾŜŘŜƴł Řƻ  ƪǊŜƳŜƴƴŜƧ ƪŀǇƛƭłǊy s ǾƴǵǘƻǊƴȇƳ 

priemerom 25 ҡm (a s ōǳōƭƛƴƻǾƻǳ ŘŜǘŜƪőƴƻǳ ŎŜƭƻǳ ǎ priemerom 125 ҡm) s celkovou 

ŘƮȌƪƻǳ 48,5 cm a ŜŦŜƪǘƝǾƴƻǳ ŘƮȌƪƻǳ пл ŎƳΦ UV dŜǘŜƪŎƛŀ ǇǊŜōƛŜƘŀƭŀ ǇǊƛ ǾƭƴƻǾȇŎƘ ŘƮȌƪŀŎƘ 

200 a 320 nmΦ YŀǇƛƭłǊŀ ōƻƭŀ ǘŜǊƳƻǎǘŀǘƻǾanł na 25ϲ/Φ K ƴŀƧƻǇǘƛƳłlƴŜƧǑƛŜƳǳ ǊƻȊŘŜƭŜƴƛǳ 

ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ ŘƻǑƭƻ ǇƻǳȌƛǘƝƳ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ ǎƻ ȊƭƻȌŜƴƝƳ 178 mM SDS, 15 

mM 2-HP- -̡CD, 150 mM ƪȅǎŜƭƛƴŀ ōƻǊƛǘł, 0% MeOH a ǇI уΣнΦ ±ƪƭŀŘŀƴŞ ƴŀǇŅǘƛŜ ōƻƭƻ 

26,30 kV. AplikovateƯnosǙ ǾȅǾƛƴǳǘŜƧ ƳŜǘƽŘȅ ōƻƭŀ ƻǾŜǊŜƴł ǎŜǇŀǊłŎƛƻǳ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎnanov 

v ƭƛŜőƛǾoƳ ǇǊƝǇǊŀǾƪǳ CƭŀǾƻōƛƻƴ. 
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ABSTRACT 

 

Charles University in Prague 

Faculty of PharmŀŎȅ ƛƴ IǊŀŘŜŎ YǊłƭƻǾŞ 

Department of Analytical chemistry 

/ŀƴŘƛŘŀǘŜΥ tŜǘǊŀ wƛŀǎƻǾł 

{ǳǇŜǊǾƛǎƻǊΥ tƘŀǊƳ5ǊΦ tŀǾŜƭ WłőΣ tƘΦ5Φ 

Title of diploma work:  Development of capillary electromigration method for the 

determination of active compounds in silymarin I.  

 

This diploma thesis deals with development of the method to determine 

flavonolignans in silymarine using micellar electrokinetic chromatography. The method 

was optimized by examining a number of experimental conditions, such as 

concentration of boric acid, concentration of sodium dodecyl sulfate, concentration of 

cyklodextrins, volume fraction of organic modifier and applied voltage on separation. 

Ideal conditions for separation were not found by using univariate optimization, so it 

was applied chemometric approach for the development of separation method. The 

separation was carried out in a fused silica capillary (internal diameter 50 ҡm, total 

length 47,2 cm and effective length 38,7 cm), later in bubble cell capillary (internal 

diameter 25 ҡm, internal diameter of bubble cell 125 ҡm, total length 48,5 cm and 

effective length 40 cm), with UV detection at 200 and 320 nm. The capillary 

temperature was maintained at 25ϲ/Φ Optimal conditions for separation of the 

flavonolignans were: 178 mM SDS, 15 mM 2-HP- -̡CD, 150 mM boric acid, 0% 

MeOH, pH 8,2 and applied voltage 26,30 kV. The method was successfully applied for 

separation of the flavonolignans in a medicinal preparation Flavobion.  
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ZOZNAM SKRATIEK 

BGE ȊłƪƭŀŘƴȇ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘ 

CD cyklƻŘŜȄǘǊƝƴ 

CEC  ƪŀǇƛƭłǊƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŀ  

CGE  ƪŀǇƛƭłǊƴŀ ƎŜƭƻǾł ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŀ  

CIEF  ƪŀǇƛƭłǊƴŀ ƛȊƻŜƭŜƪǘǊƛŎƪł ŦƻƪǳǎłŎƛŀ  

CZE  ƪŀǇƛƭłǊƴŀ ȊƽƴƻǾł ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŀ  

EKC  ŜƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŀ  

EOF ŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪȇ ǘƻƪ 

HPCE  Ǿȅǎƻƪƻǵőƛƴƴł ƪŀǇƛƭłǊƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŀ 

HPLC  Ǿȅǎƻƪƻǵőƛƴƴł ƪǾŀǇŀƭƛƴƻǾł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŀ 

ISB A  iǎƻǎƛƭȅōƝƴ ! 

ISB B iǎƻǎƛƭȅōƝƴ . 

ITP  ƛȊƻǘŀŎƘƻŦƻǊŞȊŀ  

LC ƪǾŀǇŀƭƛƴƻǾł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŀ 

MEEKC  ƳƛƪǊƻŜƳǳƭȊƴł ŜƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪł ƪŀǇƛƭłǊƴŀ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŀ  

MEKC  ƳƛŎŜƭłǊƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦia  

MeOH  metanol 

MS ƘƳƻǘƴƻǎǘƴł ǎǇŜƪǘǊƻƳŜǘǊƛŀ 

NACE  ƴŜǾƻŘƴł ƪŀǇƛƭłǊƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŀ  

SB A sƛƭȅōƝƴ ! 

SB B sƛƭȅōƝƴ . 

SD sƛƭȅŘƛŀƴƝƴ 

SDS  ŘƻŘŜŎȅƭǎƝǊŀƴ ǎƻŘƴȇ 

SCH sƛƭȅŎƘǊƛǎǘƝƴ 

TX tŀȄƛŦƻƭƝƴ 

UV ǳƭǘǊŀŦƛŀƭƻǾŞ ȌƛŀǊŜƴƛŜ 

UV-Vis ǳƭǘǊŀŦƛŀƭƻǾŞ ς ǾƛŘƛǘŜƯƴŞ ȌƛŀǊŜƴƛŜ  
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1. ÚVOD 
 

YŀǇƛƭłǊƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŀ ƧŜ ǎŜǇŀǊŀőƴł ƳŜǘƽŘŀΣ ƪǘƻǊł ŘŜƭƝ ŀƴŀƭȅǘȅ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŜ ǊƾȊƴŜƧ 

ǊȇŎƘƭƻǎǘƛ ƛŎƘ ǇǳǘƻǾŀƴƛŀ ƧŜŘƴƻŦłȊƻǾȇƳ ǎȅǎǘŞƳƻƳ όǊƻȊǘƻƪƻƳύ Ǿ elektrickom poli [1][2]. 

¦ƳƻȌƶǳƧŜ ǎŜǇŀǊłŎƛǳΣ ƛŘŜƴǘƛŦƛƪłŎƛǳ ŀ ƪǾŀƴǘƛŦƛƪłŎƛǳ ƴŀōƛǘȇŎƘ ƛƽƴƻǾ ŀƧ ƴŜǳǘǊłƭƴȅŎƘ 

ƳƻƭŜƪǳƭ ǇƻǳȌƛǘƝƳ ǊƾȊƴȅŎƘ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜǘƛŎƪȇŎƘ ǘŜŎƘƴƝƪΣ ƪŀȌŘǵ ǎ ǾƭŀǎǘƴȇƳ ǎŜǇŀǊŀőƴȇƳ 

mechanizmom [3]. 

YŀǇƛƭłǊƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŀ ƧŜ Ǿ ǇƻǊƻǾƴŀƴƝ ǎ HPLC vysokoǵőƛƴƴł ŀƴŀƭȅǘƛŎƪł ƳŜǘƽŘŀΦ 

tƻƴǵƪŀ ǊŀŘǳ ǾȇƘƻŘΣ ŀƪƻ ƪǊłǘƪŀ Řƻōŀ ŀƴŀƭȇȊȅΣ Ƴŀƭł spotreba ǊŜŀƎŜƴŎƛƝΣ ǊŜƭŀǘƝǾƴŜ ƴƝȊƪŜ 

ƴłƪƭŀŘȅ na prevedenie a ŜƴǾƛǊƻƴƳŜƴǘłƭƴŀ ǇǊƛŀǘŜƯƴƻǎǙ. 6ŀƭǑƝƳ ǘȅǇƛŎƪȇƳ Ǌȅǎom je 

ǾȇǊŀȊƴł flexibilita a ǾŀǊƛŀōƛƭƴƻǎǙ ǘŜƧǘƻ ƳŜǘƽŘȅΣ ƪde aj malou zmenou zloȌenia 

ǎŜǇŀǊŀőƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ ƳƾȌŜ ŘƾƧǎǙ k zmene ǎŜǇŀǊŀőƴŞho mechanizmu a tȇm 

aj selektivityΦ ½ŀ ƴŀƧǾŅőǑƛǳ ƴŜǾȇƘƻŘǳ ǘŜƧǘƻ ǎŜǇŀǊŀőƴŜƧ ƳŜǘƽŘȅ ǎŀ ǇƻǾŀȌǳƧŜ ƧŜƧ ƴƛȌǑƛŀ 

ŎƛǘƭƛǾƻǎǙΣ ƪǘƻǊł ǎŀ ǾǑŀƪ Řł ȊƭŜǇǑƛǙ ǇƻǳȌƛǘƝƳ ŎƛǘƭƛǾŜƧǑƝŎƘ ŘŜǘŜƪǘƻǊƻǾ [4]. 

tǊƛƴŎƝp ƪŀǇƛƭłǊƴŜƧ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊȅ ōƻƭ ǇǊŜŘǎǘŀǾŜƴȇ Ǿ Ǌƻƪǳ мфот ¢ƛǎŜƭƛƻƳΣ ƪǘƻǊȇ ƻ 11 

ǊƻƪƻǾ ƴŜǎƪƾǊ ȊƝǎƪŀƭ Ȋŀ ǎǾƻƧ ǇǊƝƴƻǎ Řƻ ŀƴŀƭȅǘƛŎƪŜƧ ŎƘŞƳƛŜ bƻōŜƭƻǾǳ ŎŜƴǳΦ ¢ƛǎŜƭƛǳǎ ǇƻǇƝǎŀƭ 

ƳŜǘƽŘǳΣ ŘƴŜǎ ȊƴłƳǳ ŀƪƻ ȊƽƴƻǾł ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŀΣ ƪǘƻǊǵ ǇƻǳȌƛƭ ƴŀ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ǎŞǊƻǾȇŎƘ 

ǇǊƻǘŜƝƴƻǾΦ tƻǎǘǳǇƴŜ ǎŀ ƻōƧŀǾƻǾŀƭƛ řŀƭǑƛŜ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜǘƛŎŞ ǘŜŎƘƴƛƪƭȅ [1]. Popularitu 

ƳƻŘŜǊƴŜƧ ƪŀǇƛƭłǊƴŜƧ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŜ ǇǊƛƴƛŜǎƭƛ ŀȌ WƻǊƎŜƴǎƻƴ ŀ Lukacs v roku 1981 

ȊŀǾŜŘŜƴƝƳ ƪǊŜƳŜƴƴŜƧ ƪŀǇƛƭłǊȅ ǎ ǾƴǵǘƻǊƴȇƳ ǇǊƛŜƳŜǊƻƳ тр ҡƳ ŀ ŘŜƳƻƴǑǘǊƻǾŀƭƛ ƧŜƧ 

ǾŜƯƪǵ ǎŜǇŀǊŀőƴǵ ǵőƛƴƴƻǎǙ [3][5][6]. 

5ƴŜǎ Ǿȅǎƻƪƻǵőƛƴƴł ƪŀǇƛƭłǊƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŀ ƴŀŎƘłŘȊŀ ǳǇƭŀǘƴŜƴƛŜ Ǿƻ ǾȇȊƪǳƳŜ 

a v praxi v ƳƴƻƘȇŎƘ ƻōƭŀǎǘƛŀŎƘ ŎƘŞƳƛŜΣ ōƛƻŎƘŞƳƛŜΣ ƳƻƭŜƪǳƭłǊƴŜƧ ōƛƻƭƽƎƛŜΣ 

ōƛƻǘŜŎƘƴƻƭƽƎƛƛΣ ǇƻƯƴƻƘƻǎǇƻŘłǊǎǘǾŜΣ ŦŀǊƳŀŎŜǳǘƛŎƪƻƳ ŀ ǇƻǘǊŀǾƛƴłǊǎƪƻƳ ǇǊƛŜƳȅǎƭŜ [1]. 

YƻƴƪǊŞǘƴȅƳ ǇǊƝƪƭŀŘƻƳ ǾȅǳȌƛǘƛŀ ƪŀǇƛƭłǊƴŜƧ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊȅ ƧŜ ƪƻƴǘǊƻƭŀ ƪǾŀƭƛǘȅ 

ŘƻǇƭƴƪƻǾ ǎǘǊŀǾȅΦ 5ƻǇƭƴƪȅ ǎǘǊŀǾȅ ǎŀ ƴŜƴŀŎƘłŘȊŀƧǵ Ǿ Evropskom ƭƛŜƪƻǇƛǎŜΦ ¢ŀƪǘƛŜȌ 

ƭŜƎƛǎƭŀǘƝǾƴŜ ƴłǊƻƪȅ ƪƭŀŘŜƴŞ ƴŀ ƛŎƘ ƪǾŀƭƛǘǳ ǎǵ Ǿ ǇƻǊƻǾƴŀƴƝ ǎ ƭƛŜőƛǾŀƳƛ ǾȇǊŀȊƴŜ ƴƛȌǑƛŜΦ ¢ƻǘƻ 

ƧŜ ƳƻȌƴȇƳ ŘƾǾƻŘƻƳ ǇǊŜ ǊƻȊŘƛŜƭƴǳ ŀƪƻǎǙ ŘƻǇƭƴƪƻǾ stravy ƻŘ ǊƾȊƴȅŎƘ ǾȇǊƻōŎƻǾΦ ¢łǘƻ 

ǎƪǳǘƻőƴƻǎǙ ōƻƭŀ ǇƻȊƻǊƻǾŀƴł ƴŀ ǎƭŜŘƻǾŀƴƝ ƳƴƻȌǎǘǾŀ ƛƴŘƻƭ-3-karbinolu [7] alebo 

ŎƘƻƴŘǊƻƛǘƝƴǳ ŀ ƎƭǳƪƻǎŀƳƝƴǳ [8] v ǊƾȊƴȅŎƘ ǇƻǘǊŀǾƛƴƻǾȇŎƘ ŘƻǇƭƴƪƻŎƘΦ 
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2. CIEĽ A POPIS ZADANIA PRÁCE 
 

/ƛŜƯƻƳ ŘƛǇƭƻƳƻǾŜƧ ǇǊłŎŜ ōƻƭ ǾȇǾƻƧ ŀ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊłŎƛŀ ƳŜǘƽŘȅ ƴŀ ƻŘŘŜƭŜƴƛŜ 

ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ Ǿ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴƻǾƻƳ ƪƻƳǇƭŜȄŜ ŀ ŀǇƭƛƪłŎƛŀ ƳŜǘƽŘy na 

ǎǘŀƴƻǾŜƴƛŜ ƻōǎŀƘǳ ȊƭƻȌƛŜƪ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴǳ Ǿ ƭƛŜőƛǾłch a doplnkoch stravy. 
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3. TEORETICKÁ ČASŤ 

3.1 YŀǇƛƭłǊƴŜ ŜƭŜƪǘǊƻƳƛƎǊŀőƴŞ ƳŜǘƽŘȅ 

YŀǇƛƭłǊƴŜ ŜƭŜƪǘǊƻƳƛƎǊŀőƴŞ ƳŜǘƽŘȅΣ ǎǵƘǊƴƴŜ ǘƛŜȌ ƻȊƴŀőƻǾŀƴŞ ŀƪƻ Ǿȅǎƻƪƻǵőƛƴƴł 

ƪŀǇƛƭłǊƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŀ όIt/9ύΣ ȊŀƘrƶŀ ǾǑŜǘƪȅ ŜƭŜƪǘǊƻƳƛƎǊŀőƴŞ ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇǊƛƴŎƝǇȅ 

ǊŜŀƭƛȊƻǾŀƴŞ Ǿ ƪŀǇƛƭłǊƴƻƳ ƛƴǑǘǊǳƳŜƴǘłƭƴƻƳ ŦƻǊƳłǘŜΦ {ŜǇŀǊłŎƛŀ ƪŀǇƛƭłǊƴȅŎƘ 

ŜƭŜƪǘǊƻƳƛƎǊŀőƴȇŎƘ ƳŜǘƽŘ ƧŜ ȊŀƭƻȌŜƴł ƴŀ ǊƾȊƴŜƧ ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǘƛ ƛƽƴƻǾ Ǿƻ ǾƭƻȌŜƴƻƳ 

elektrickom poli [9]. ¢ƛŜǘƻ ƳŜǘƽŘȅ ǎǵ ǇƻǾŀȌƻǾŀƴŞ Ȋŀ ƧŜŘƴȅ Ȋ ƴŀƧǵőƛƴƴŜƧǑƝŎƘΣ 

ƴŀƧŎƛǘƭƛǾŜƧǑƝŎƘ ŀ najperǎǇŜƪǘƝǾƴŜƧǑƝŎƘ ŀƴŀƭȅǘƛŎƪȇŎƘ ǎŜǇŀǊŀőƴȇŎƘ ƳŜǘƽŘΦ WŜ Ȋ ƴƛŎƘ ǎǘłƭŜ 

ǾƛŀŎ ǳȊƴłǾŀƴȇ ŘƻǇƭƴƻƪ ǊƾȊƴȅŎƘ ǾŀǊƛŀƴǘ ǾȅǎƻƪƻǵőƛƴƴŜƧ ƪǾŀǇŀƭƛƴƻǾŜƧ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŜ 

[10]. 

3.1.1 9ƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜǘƛŎƪł ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙ 

9ƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜǘƛŎƪł ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙ όύ˃ ƧŜ ǾŜƭƛőƛƴŀ ŘŜŦƛƴƻǾŀƴł ŀƪƻ ǊȇŎƘƭƻǎǙ ǇƻƘȅōǳ 

ƴŀōƛǘȇŎƘ őŀǎǘƝŎ όv) v jednosmernom elektrickom poli (E).  

=˃ v/E 

±ȇǎƭŜŘƴȇ ǊƻǾƴƻƳŜǊƴȇ ǇƻƘȅō ƛƽƴǳ ƧŜ Řŀƴȇ ǇƾǎƻōŜƴƝƳ ŘǾƻŎƘ ǎƝƭΦ 5ŀƴȇ ƛƽƴ 

s ƴłōƻƧƻƳ q je uvłŘȊŀƴȇ Řƻ ǇƻƘȅōǳ ǎƛƭƻǳ ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƘƻ ǇƻƯŀ Fe.  

Fe = q.E 

½łǊƻǾŜƶ ƧŜ ƛƽƴ ǎ pomerom r ōǊȊŘŜƴȇ ŦǊƛƪőƴƻǳ ǎƛƭƻǳ Ff  prostredia, danou 

{ǘƻƪŜǎƻǾȇƳ ȊłƪƻƴƻƳΣ ƪŘŜ ▒ je vyskozita prostredia a v ƧŜ ǊȇŎƘƭƻǎǙ pƻƘȅōǳ ƛƽƴǳΦ  

Ff = -6 ▒̄rv 

Z ǊƻǾƴƻǎǘƛ ǘȇŎƘǘƻ ƻǇŀőƴŜ ƻǊƛŜƴǘƻǾŀƴȇŎƘ ǎƝƭΣ Fe = -FfΣ ƳƻȌƴƻ ǇǊŜ ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙ ˃ 

ǾȅǾƻŘƛǙΥ 

Ґ˃Ǿκ9 Ґ ǉκсˉ▒r 

tƻƘȅōƭƛǾƻǎǙ ƛƽƴǳ ƧŜ ǇǊƛŀƳƻ ǵƳŜǊƴł ƧŜƘƻ ƴłōƻƧǳ ŀ ƴŜǇǊƛŀƳƻ ǵƳŜǊƴł ƧŜƘƻ 

polomeru a viskozite prostredia [10]. Z ǘƻƘƻ ǾȅǇƭȇǾŀΣ ȌŜ ƳŜƴǑƛŜΣ ǾƛŀŎ ƴŀōƛǘŞ ƛƽƴȅ ƳŀƧǵ 

ǾŅőǑƛǳ ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙ ŀƪƻ ǾŅőǑƛŜ ƛƽƴȅ ǎ ƳŜƴǑƝƳ ƴłōƻƧƻƳΦ 9ƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜǘƛŎƪł ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙ ƧŜ 

ǇǊŜ Řŀƴȇ ƛƽƴ Ǿ danƻƳ ƳŞŘƛǳ ƪƻƴǑǘŀƴǘƻǳ ŎƘŀǊŀƪǘŜǊƛǎǘƛcƪƻǳ ǇǊŜ ǘŜƴ ƛƽƴ [9]. 

3.1.2 9ƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪȇ ǘƻƪ 

9ƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪȇ ǘƻƪ ƧŜ őŀǎǘȇƳ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘƴȇƳ ƧŀǾƻƳ Ǿ HPCE. JŜ ǾȇǎƭŜŘƪƻƳ 

ǇƾǎƻōŜƴƛŀ ǾƭƻȌŜƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƘƻ ǇƻƯa na diŦǵȊƴǳ őŀǎǙ ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŜƧ ŘǾƻƧǾǊǎǘvy na 

ǊƻȊƘǊŀƴƝ ǇŜǾƴŜƧ ŀ ƪǾŀǇŀƭƴŜƧ ŦłȊŜ ǇǊƛ ǾƴǵǘƻǊƴŜƧ ǎǘǊŀƴŜ ƪŀǇƛƭłǊȅΦ  
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9ƭŜƪǘǊƛŎƪł ŘǾƻƧǾǊǎǘǾŀ ǾȊƴƛƪł kontaktom elektrolytu s povrchom ƪŀǇƛƭłǊȅΣ őƻ ǾŜŘƛŜ 

k ŀŘǎƻǊōŎƛƛ ƛƽƴƻǾ ƴŀ ǎǘŜƴǳ ƪŀǇƛƭłǊȅ ŀƭŜōƻ ƪ ŘƛǎƻŎƛłŎƛƛ ƛƽƴƻǾȇŎƘ ǎƪǳǇƝƴ ƴŀ ǾƴǵǘƻǊƴŜƧ 

ǎǘŜƴŜ ƪŀǇƛƭłǊȅΦ !ŘǎƻǊōƻǾŀƴŞ ŀƭŜōƻ ŘƛǎƻŎƛƻǾŀƴŞ ƛƽƴȅ ǘǾƻǊƛŀ ƛƳƻōƛƭƛȊƻǾŀƴǵ őŀǎǙ 

ŘǾƻƧǾǊǎǘǾȅ ƴŀ ǾƴǵǘƻǊƴŜƧ ǎǘŜƴŜ ƪŀǇƛƭłǊȅΦ bŀ ǾƻƴƪŀƧǑŜƧ strane dvojvrstvy, smerom 

k ǊƻȊǘƻƪǳΣ ǎŀ ƴŀŎƘłŘȊŀ ǇǊŜōȅǘƻƪ ƴłōƻƧŀ, kǘƻǊȇ ǘǾƻǊƝ ŘƛŦǵȊƴu őŀǎǙ ŘǾƻƧǾǊǎǘǾȅ. 

tƻǘŜƴŎƛłƭƻǾȇ Ǌozdiel medzi tȇƳƛǘƻ ŘǾƻƳŀ ǾǊǎǘǾŀƳƛ ǎŀ ƴŀȊȇǾŀ ŜƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪȇ ǇƻǘŜƴŎƛłƭ 

ŀƭŜōƻ ǘƛŜȌ ȊŜǘŀ ǇƻǘŜƴŎƛłƭΦ tƻ ǾƭƻȌŜƴƝ ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƘƻ ǇƻƯŀ ŘƾƧŘŜ ƪ pohybu nielen difǵznej 

dvojvrtstvy, ale aj ǾǑŜǘƪŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ Ǿ ƪŀǇƛƭłǊŜ όǎƳŜǊƻƳ ƪǳ ƪŀǘƽŘŜύ.  

Pre ŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪȇ ǘƻƪ veof  a ŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛƪŎǵ Ƴƻōƛƭƛǘǳ Ǉlŀǘƛŀ ƴŀǎƭŜŘƻǾƴŞ 

ǾȊǙŀƘȅΣ ƪŘŜ  yje zeta ǇƻǘŜƴŎƛłƭ ŀ ʁ  ƧŜ ŘƛŜƭŜƪǘǊƛŎƪł ƪƻƴǑǘŀƴǘŀ ǊƻȊǘƻƪǳΦ  

Veof = ˃ eofE 

e˃of = ʁ /y▒ 

ElektroosmoǘƛŎƪȇ ǘƻƪ ƧŜ ȊłǾȅǎƭȇ ƴŀ ǇI ǊƻȊǘƻƪǳΣ ǇǊŜǘƻ ƧŜ ƳƻȌƴŞ Ƙƻ ǊŜƎuƭƻǾŀǙ 

ȊƭƻȌŜƴƝƳ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ ŀƭŜōƻ takǘƛŜȌ ǇƻǾǊŎƘƻǾƻǳ ǵǇǊŀǾƻǳ ƪŀǇƛƭłǊȅΦ 

9ƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪȇ ǘƻƪ ƴŜǇƾǎƻōƝ ƴŀ ǎŜǇŀǊłŎƛǳΣ ƻǾǇƭȅǾƶǳƧŜ ǾǑŀƪ őŀǎΣ ƪǘƻǊȇ ǎǘǊłǾȅ ŀƴŀƭȅǘ 

v ƪŀǇƛƭłǊŜ ƻǾǇƭȅǾƶƻǾŀƴƝƳ ƧŜƘƻ Ǉƻhyblivosti, őƝƳ ǇƾǎƻōƝ ƴŀ Řƻōǳ ŀƴŀƭȇȊȅ ŀ ǵőƛƴƴƻǎǙ 

ǎŜǇŀǊłŎƛŜ [9][10][11]. 

3.1.3 aƛƎǊŀőƴȇ őŀǎ 

aƛƎǊŀőƴȇ őŀǎ tm ƧŜ őŀǎΣ Ȋŀ ƪǘƻǊȇ ǎŀ ŀƴŀƭȅǘ ŘƻǎǘŀƴŜ ƻŘ ƳƛŜǎǘŀ ƴŀŘłǾƪƻǾŀƴƛŀ 

k miestu detekcie [9]. 

3.1.4 WŀǾȅ ƻǾǇƭȅǾƶǳƧǵŎŜ ǵőƛƴƴƻǎǙ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ 

3.1.4.1 5ƛŦǵȊƛŀ 

±ȇǎƭŜŘƪƻƳ ǊƾȊƴŜƧ ǊȇŎƘƭƻǎǘƛ ǇƻƘȅōǳ ŀƴŀƭȅǘǳ ŘƻŎƘłŘȊŀ ƪ ǊƻȊǑƛǊƻǾŀƴƛǳ ǘŜƧǘƻ Ȋƽƴȅ 

ǇƻȊŘƮȌ ƪŀǇƛƭłǊȅΦ ¢ƻǘƻ ǊƻȊǑƛǊƻǾŀƴƛŜ ȊłǾƛǎƝ ƴŀ ŘƛŦǵȊƴƻƳ ƪƻŜŦƛŎƛŜƴǘŜ ŀƴŀƭȅǘǳΦ ±ŜƯƪŞ 

molekuly, ako proteiny a 5b!Σ ƳŀƧǵ ƴƛȌǑƛŜ ŘƛŦǵȊƴŜ ƪƻŜŦƛŎƛŜƴǘȅ Ǿ ǇƻǊƻǾƴŀƴƝ ǎ ƳŜƴǑƝƳƛ 

ƳƻƭŜƪǳƭŀƳƛΦ .ǳŘŜ ǘŜŘŀ ŘƻŎƘłŘȊŀǙ ƪ ƴƛȌǑƛŜƳǳ ǊƻȊǑƛǊƻǾŀƴƛǳ Ȋƽƴȅ ŘƾǎƭŜŘƪƻƳ ŘƛŦǵȊƛŜΦ ¢ƻ 

ǎŀ Řł ǘƛŜȌ ŘƻŎƛŜƭƛǙ ŀǇƭƛƪłŎƛƻǳ ǾŅőǑƛŜƘƻ ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƘƻ ǇƻƯŀ; ŀƴŀƭȅǘȅ ǎǘǊłǾƛŀ ƳŜƴŜƧ őŀǎǳ 

v ƪŀǇƛƭłǊŜ ŀ ōǳŘǵ ƳŀǙ ƪǊŀtǑƝ őŀǎ ƴŀ ŘiŦǵȊƛǳ [9]. 

3.1.4.2 Joulovo teplo 

Teplo ǾȊƴƛƪƴǳǘŞ pri prechodŜ ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƘƻ ǇǊǵŘǳ ǎŀ ƴŀȊȇǾŀ Woulovo teplo. ±ŜƯƪƻǎǙ 

ǾȊƴƛƪƴǳǘŞƘƻ ǘŜǇƭŀ ȊłǾƛǎƝ ƴŀ ǾƭƻȌŜƴƻƳ ƴŀǇŅǘƝΣ ǇǊǵŘŜΣ ǊƻȊƳŜǊƻŎƘ ƪŀǇƛƭłǊȅ ŀ tepelnej 

ǾƻŘƛǾƻǎǘƛ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳΦ ±Ȋƴƛƪ ǘŜǇŜƭƴȇŎƘ ƎǊŀŘƛŜƴǘƻǾ Ƴł Ȋŀ ƴłǎƭŜŘƻƪ ǊƻȊŘƛŜƭȅ Ǿƻ ǾƛǎƪƻȊƛǘŜ 

ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳΣ őƻ ǾŜŘƛŜ ƪ rozdielnej pohyblivosti vzorky a k ǊƻȊǑƛǊƻǾŀƴƛǳ Ȋƽƴ ŀƴŀlytov.  
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YƻƴǘǊƻƭƻǾŀǙ WƻǳƭƻǾƻ ǘŜǇƭƻ ŀ ǘŜǇƭƻǘƴŞ ƎǊŀŘƛŜƴǘȅ ǎŀ Řł ȊƴƝȌŜƴƝƳ ǎƛƭȅ ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƘƻ 

ǇƻƯŀΣ ȊƳŜƴǑŜƴƝƳ ǇǊƛŜƳŜǊǳ ƪŀǇƛƭłǊȅΣ ȊƴƝȌŜƴƝƳ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ ƛƽƴƻǾ Ǿ ȊłƪƭŀŘƻƳ 

elektrolyte a kontrolou teploty (Ǿƛř ƪŀǇƛǘƻƭŀ 3.4.3) [9]. 

3.1.4.3 5łǾƪƻǾŀƴƛŜ ǾȊƻǊƪȅ 

Objem dłǾƪƻǾŀƴŜƧ ǾȊƻǊƪȅ ōȅ Ƴŀƭ ōȅǙ őƻ ƴŀƧƳŜƴǑƝΣ ŀƧ ƪŜř ǘƻ ǇǊƛƴłǑŀ ƪƻƳǇƭƛƪłŎƛŜ 

ǇǊƛ ŘŜǘŜƪŎƛƛΦ tǊƛ ƴŀŘłǾƪƻǾŀƴƝ ǾŅőǑƝŎƘ ƻōƧŜƳƻǾ ŘƻŎƘłŘȊŀ ƪ ǊƻȊǇǘȇƭŜƴƛǳ ǾȊƻǊƪȅΣ őƻ Ƴł 

ƴŜƎŀǘƝǾƴȅ ǾǇƭȅǾ ƴŀ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜ ŀ ǵőƛƴƴƻǎǙ ǎŜǇŀǊłŎƛŜΦ tǊŜǎƴȇ ƻōƧŜƳ ƴŀŘłǾƪƻǾŀƴŜƧ ǾȊƻǊƪȅ 

by mal reflektovaǙ ŘƛŦǵȊƴy koeficient analytu, dobu ŀƴŀƭȇȊȅ ŀ ŜŦŜƪǘƝǾƴǵ ŘƮȌƪu kaǇƛƭłǊȅ 

[9]. 

3.1.4.4 Interakcia analytov so ǎǘŜƴƻǳ ƪŀǇƛƭłǊȅ 

bŀ ȊłƪƭŀŘŜ ǊƻȊǎƛŀƘƭƻǎǘƛ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛƝ ƳŜŘȊƛ ŀƴŀƭȅǘƳƛ ŀ ǎǘŜƴƻǳ ƪŀǇƛƭłǊȅ ƳƾȌŜ ŘƾƧǎǙ ku 

ŎƘǾƻǎǘƻǾŀǘŜƴƛǳ ǇƝƪƻǾ ŀƭŜōƻ ŀȌ ƪ adsorbcii vzorky. K ŀŘǎƻǊōŎƛƛ ŘƻŎƘłŘȊŀ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŜ 

ƘȅŘǊƻŦƛƭƴȇŎƘ ŀ ƘȅŘǊƻŦƽōƴȅŎƘ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛƝ ŀƭŜōƻ ƛƽƴƻǾȇŎƘ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛƝ ƳŜŘȊi ƪƭŀŘƴŜ ƴŀōƛǘȇƳ 

analytom a ȊłǇƻǊƴŜ ƴŀōƛǘƻǳ ǎǘŜƴƻǳ ƪŀǇƛƭłǊȅ Ȋ ǘŀǾŜƴŞƘƻ ƪǊŜƳŜƶŀΦ tǊŀǾŘŜǇƻŘƻōƴƻǎǙ 

vzniku ŀŘǎƻǊōŎƛŜ ȊǾȅǑǳƧŜ ǾŜƯƪȇ ǇƻƳŜǊ ǾƴǵǘƻǊŜƴŜƧ ǇƭƻŎƘȅ ƪŀǇƛƭłǊȅ ƪ objemu vzorky.  

LƴǘŜǊŀƪŎƛłƳ ŀƴŀƭȅǘƻǾ ǎƻ sǘŜƴƻǳ ƪŀǇƛƭłǊȅ ǎŀ Řł ǾȅƘƴǵǙ ǇƻǳȌƛǘƝƳ ŜȄǘǊŞƳƴȅŎƘ ǇI 

pufrov, elektrolytov s vysokou iƽƴƻǾƻǳ ǎƛƭƻǳΣ ǇƻǳȌƛǘƝƳ ŀŘƛǘƝv k ȊłƪƭŀŘƴŞƳǳ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ 

ŀƭŜōƻ ƳƻŘƛŦƛƪłŎƛƻǳ ǾƴǵǘƻǊƴŜƧ ǎǘŜƴȅ ƪŀǇƛƭłǊȅ [9]. 

3.1.4.5 Elektrodisperzia 

WŜ ǘƻ ƧŀǾΣ ƪǘƻǊȇ ǾȊƴƛƪł ƴŀ ȊłƪƭŀŘŜ ǊƻȊŘƛŜƭƴŜƧ ǾƻŘƛǾƻǎǘƛ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ 

a analytov a ƛŎƘ ǊƻȊŘƛŜƭƴŜƧ ǊȇŎƘƭƻǎǘƛ ǇƻƘȅōǳΦ ¢ƛŜȌ ǎǵǾƛǎƝ ǎ ƛƴǘŜƴȊƛǘƻǳ ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƘƻ ǇƻƯŀ 

v ŘŀƴƻƳ ƳƛŜǎǘŜΦ tƾǎƻōŜƴƝƳ ŜƭŜƪǘǊƻŘƛǎǇŜǊȊƛŜ ŘƻŎƘłŘȊŀ ƪ ǊƻȊǑƛǊƻǾŀƴƛǳ ǇƝƪƻǾ ŀ k ich 

ŘŜŦƻǊƳłcii [9]. 

3.2 CŀƪǘƻǊȅ ƻǾǇƭȅǾƶǳƧǵŎŜ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ 

3.2.1 YƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŀ ŀ pH elektrolytu 

So zǾȅǑǳƧǵŎƻǳ ǎŀ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƻǳ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ ǎŀ ȊǾȅǑǳƧŜ ƧŜƘƻ ǾƻŘƛǾƻǎǙΣ ȊƴƛȌǳƧŜ ǎŀ ǎƛƭŀ 

ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƘƻ ǇƻƯa a ǇƻƘȅō ƛƽƴƻǾΦ ½ǾȅǑƻǾŀƴƝƳ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ ǊŀǎǘƛŜ ŀƧ WƻǳƭƻǾƻ ǘŜǇƭƻΣ őƻ 

ƴŜƎŀǘƝǾƴŜ ƻǾǇƭȅǾƶǳƧŜ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ŀƴŀƭȅǘƻǾΦ  

 ±ǇƭȅǾ ǇI ƴŀ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ƧŜ ƪƻƳǇƭŜȄƴȇΦ hǾǇƭȅǾƶǳƧŜ ŘƛǎƻŎƛłŎƛǳ ƛƽƴƻǾȇŎƘ ǎƪǳǇƝƴ ƴŀ 

ǇƻǾǊŎƘǳ ƪŀǇƛƭłǊȅ ŀ ǘȇƳ ƻǾǇƭȅǾƶǳƧŜ ŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪȇ ǘƻƪΣ ƪǘƻǊŞƘƻ ǊȇŎƘƭƻǎǙ ǎŀ ȊǾȅǑǳƧŜ so 

ǎǘǵǇŀƧǵŎƛƳƛ hodnotami pH. IƻŘƴƻǘŀ ǇI ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ ǘƛŜȌ ȊŀǎŀƘǳƧŜ ƛƻƴƛȊłŎƛǳ ŀnalytov 

a ƛŎƘ ŜƭŜƪǘǊƻƳƛƎǊłŎƛǳ [12]. 

3.2.2 aƴƻȌǎǘǾƻ ƻǊƎŀƴƛŎƪŜƧ ȊƭƻȌƪy 

½łƪƭŀŘƴŞ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘȅ ǎǵ őŀǎǘƻ zmesi voŘƴŞƘƻ ǊƻȊǘƻƪǳ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ a ƻǊƎŀƴƛŎƪŞƘƻ 

ǊƻȊǇǵǑǙŀŘƭŀ Ǿ ǊƾȊƴƻƳ ǇƻƳŜǊŜΦ !ƪƻ ƻǊƎŀƴƛŎƪŞ ƳƻŘƛŦƛƪłǘƻǊȅ ǎŀ ƴŀƧőŀǎǘŜƧǑƛŜ ǇƻǳȌƝǾŀƧǵ 
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metanol, acetonitril a dimetylformamid. hǊƎŀƴƛŎƪŞ ƳƻŘƛŦƛƪłǘƻǊȅ ƻǾǇƭȅǾƶǳƧǵ őŀǎ 

ŀƴŀƭȇȊȅ ŀ selektƛǾƛǘǳ ƳŜǘƽŘȅ [12]. 

3.2.3 Teplota 

¢ŜǇƭƻǘŀ ƻǾǇƭȅǾƶǳƧŜ ǾƛǎƪƻȊƛǘǳ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳΦ ½ǾȇǑŜƴƛŜ ǘŜǇƭƻǘy ȊƴƛȌǳƧŜ ǾƛǎƪƻȊƛǘǳΣ őƻ Ƴł 

Ȋŀ ƴłǎƭŜŘƻƪ ȊǾȇǑŜƴƛŜ ǊȇŎƘƭƻǎǘƛ ǇƻƘȅōǳ őŀǎǘƝŎΣ őƻ ǾŜŘƛŜ ƪǳ ǎƪǊłǘŜƴƛǳ Řƻōȅ ŀƴŀƭȇȊȅΦ aƾȌŜ 

ǾƛŜǎǙ ƪ ȊƳŜƴłƳ ǎŜƭŜƪǘƛǾƛǘȅ [12]. 

3.2.4 {ƛƭŀ ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƘƻ ǇƻƯŀ 

{ƛƭŀ ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƘƻ ǇƻƯŀ ƧŜ ŘŜŦƛƴƻǾŀƴł ŀƪƻ ǇƻƳŜǊ ƴŀǇŅǘƛŀ ǾƭƻȌŜƴŞƘƻ ƴŀ ƪƻƴŎŜ 

ƪŀǇƛƭłǊȅ ŀ ŘƮȌƪȅ ƪŀǇƛƭłǊȅΦ {ƻ ǾȊǊŀǎǘŀƧǵŎƻǳ ǎƛƭƻǳ ǇƻƯŀ ǊŀǎǘƛŜ ŀƧ ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙ őŀǎǘƝŎΣ őƻ 

ȊƴŀƳŜƴł, ȌŜ ǎƛƭƻǳ ǇƻƯŀ ƧŜ ƻǾǇƭȅǾƶƻǾŀƴł Řƻōŀ ŀƴŀƭȇȊȅ ŀ ƳƛƎǊŀőƴŞ őŀǎȅ ŀƴŀƭytov [12]. 

3.3 {ŜǇŀǊŀőƴŞ ǘŜŎƘƴƛƪȅ ƪŀǇƛƭłǊƴŜƧ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊȅ 

3.3.1 YŀǇƛƭłǊƴŀ ȊƽƴƻǾł ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŀ ό/½9ύ 

YŀǇƛƭłǊƴŀ ȊƽƴƻǾł ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŀ ǇǊŜŘǎǘŀǾǳƧŜ ƴŀƧƧŜŘƴƻŘǳŎƘǑiu ƳŜǘƽŘu 

ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊyΦ ½ƭƻȌƪȅ ǾȊƻǊƪȅ ǎǵ ǊƻȊŘŜƯƻǾŀƴŞ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŜ ǇƻƳŜǊǳ ƴłōƻƧŀ ŀ ich 

ƘƳƻǘƴƻǎǘƛΦ Lƽƴȅ ǎŀ ǇƻƘȅōǳƧǵ ƪ ƻǇŀőƴŜ ƴŀōƛǘȇƳ ŜƭŜƪǘǊƽŘŀƳΣ ale Ǿřŀƪŀ existencii EOF ǎǵ 

ǳƴłǑŀƴŞ smerom k detektoru, ktoǊȇ ƧŜ ǳƳiestƴŜƴȇ na katodickej strane ƪŀǇƛƭłǊȅΦ 

NŜǳǘǊłƭƴŜ őŀǎǘƛŎŜ ǎŀ ǇƻƘȅōǳƧǵ nerozseparovanŞ ǎǇƻƭƻőƴŜ s EOF [9][13][2]. 

3.3.2 YŀǇƛƭłǊƴŀ ƎŜƭƻǾł ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŀ ό/D9ύ 

tƻƭȅƳŞǊ ǾȅǘǾłǊŀ Ǿ ƪŀǇƛƭłǊŜ ǎƛǘƻΦ !ƴŀƭȅǘȅ ǎǵ ƻƪǊŜƳ ǇƻƳŜǊǳ ƴłōƻƧŀ ŀ hmotnosti 

ǊƻȊŘŜƯƻǾŀƴŞ ŀƧ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŜ ǾŜƯƪƻǎǘƛ [13]. 

3.3.3 YŀǇƛƭłǊƴŀ ƛȊƻŜƭŜƪǘǊƛŎƪł ŦƻƪǳǎłŎƛŀ ό/L9Cύ 

tƻǳȌƝǾŀ ǎŀ ƴŀ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ǇŜǇǘƛŘƻǾ ŀ ǇǊƻǘŜƝƴƻǾ ƴŀ ȊłƪƭŀŘŜ ƛŎƘ ƛzƻŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƘƻ ōƻŘǳΦ 

V kaǇƛƭłǊŜ ƧŜ ǾȅǘǾƻǊŜƴȇ ǇI ƎǊŀŘƛŜƴǘΦ !ƴŀƭȅǘȅ ǎŀ ōǳŘǵ ǇƻƘȅōƻǾŀǙ ŀȌ Řƻ ƳƛŜǎǘŀ, kde pH 

odpoveŘł ƛŎƘ ǇL ŀ ƪŘŜ ƛŎƘ ƳƛƎǊłŎƛŀ ǎƪƻƴőƝ, preǘƻȌŜ ƛŎƘ ƪƭŀŘƴȇ ŀ ȊłǇƻǊƴȇ ƴłōƻƧ ǎǵ 

v ǊƻǾƴƻǾłhe (= ǎǵ navonoƪ ƴŜǳǘǊłƭƴe)Φ ±ȊƻǊƪȅ ǾȅǘǾłǊŀƧǵ ȊƽƴȅΣ ƪǘƻǊŞ ǇǊŜŎƘłŘȊŀƧǵ 

ŘŜǘŜƪǘƻǊƻƳ ǇƾǎƻōŜƴƝƳ ƘȅŘǊŀǳƭƛŎƪŞƘƻ ǘƭŀƪǳ [9][13]. 

3.3.4 LȊƻǘŀŎƘƻŦƻǊŞȊŀ όL¢tύ 

±ȊƻǊƪŀ ƧŜ ƴŀŘłǾƪƻǾŀƴł ƴŀ ǊƻȊƘǊŀƴƝ ŘǾƻŎƘ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘƻǾ ǎ ǊƾȊƴƻǳ ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙƻǳΣ 

ǾŜŘǵŎƛƳ ŀ ȊŀƪƻƴőǳƧǵŎƛƳ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘƻƳΦ ±ȊƻǊƪȅ ǎŀ ǇƻƘȅōǳƧǵ Ǿ ȊƽƴŀŎƘ ǎ ƻǎǘǊȇƳƛ 

ǊƻȊƘǊŀƴƛŀƳƛ ǊƻǾƴŀƪƻǳ ǊȇŎƘƭƻǎǙƻǳ ŀȌ Řƻ miesta detekcie [2][13]. 

3.3.5 9ƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŀ ό9Y/ύ 

tǊƛŘŀƴƛŜ ƪƻƳǇƻƴŜƴǘǳ ƴŀǾȅǑŜ Řƻ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳΣ ƪǘƻǊȇ ƛƴǘŜǊŀƎǳƧŜ 

s analytom (naprƝklad tvorbou hostiteƯskȇch komplexov)Φ tǊƝƪladom je pridanie 

ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴƻǾΣ ƪǘƻǊŞ ǳƳƻȌƶǳƧǵ separłciu ŎƘƛǊłƭƴych ƳƻƭŜƪǵl [13]. 
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3.3.6 aƛŎŜƭłǊƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪł ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŀ όa9Y/ύ 

PridaƴƝƳ ƴŀōƛǘȇŎƘ ǎǳǊŦŀƪǘŀƴǘƻǾ Řƻ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ Ǿ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƛΣ  ktorł 

prŜƪǊŀőǳƧŜ ƪǊƛǘƛŎƪǵ ƳƛŎŜƭłǊƴu koncentrłciuΣ ŘƻŎƘłdza k tvorbe micelΣ ƪǘƻǊŞ ǎǵ na 

ǇƻǾǊŎƘǳ ƴŀōƛǘŞ ŀ ǾƴǵǘǊƛ ōŜȊ ƴłōƻƧŀΦ TȇƳǘƻ ǎŀ ǾȅǘǾƻǊƝ ǘȊǾΦ ǇǎŜǳŘƻǎǘŀŎƛƻƴłǊƴŀ ŦłȊŀΣ 

ktoǊł ǳƳƻȌƶǳƧŜ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ƴŜǳǘǊłƭƴȅŎƘ őŀǎǘƝŎ rozdŜƯovanƝƳ analytov medzi voƯƴȇƳ 

elektrolytom a pseudostacionłǊƴƻǳ ŦłȊou ƴŀ ȊłƪƭŀŘe rozdielnych rozdŜƯƻǾŀŎƝŎƘ 

koeficientov analytov. Tȇmto je do elektroforetickej ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ǾƴŜǎŜƴȇ mechanizmus 

ǘȅǇƛŎƪȇ ǇǊe ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŎƪŞ ǎŜǇŀǊłce. U ƴŀōƛǘȇŎƘ zlǵőŜƴƝn je situłcia 

komplikovaneƧǑia, z dƾvodu existencie slaōȇŎƘ ƴŜǾŅzbovȇŎƘ ƛƴǘŜǊŀƪŎiƝ Ǿřŀƪŀ existencii 

ƴłōƻƧa ako pri analyte, tak aj pri ǇǎŜǳŘƻǎǘŀŎƛƻƴłǊƴej ŦłȊŜΦ ±řŀƪŀ EOF je v ȊłƪƭŀŘƴom 

usporiadaƴƝ ȊŀƛǎǘŜƴł migrłcia analytov a micel smerom ku katƽde [2][13]. 

3.3.7 aƛƪǊƻŜƳǳƭȊƴł ŜƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪł ƪŀǇƛƭłǊƴŀ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛŀ όa99Y/ύ 

tǊƛƴŎƝǇ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ƧŜ ŀƴŀƭƻƎƛŎƪȇ ŀƪƻ ǳ MEKC. wƻȊŘŜƯƻǾŀƴƛŜ ŀƴŀƭȅǘǳ ǇǊŜōƛŜƘŀ ƳŜŘȊƛ 

ƻƭŜƧƻǾȇƳƛ ƪǾŀǇƾőƪŀƳƛ ŜƳǳƭƎƻǾŀƴȇƳƛ v elektrolyte a elektrolytom. tǎŜǳŘƻǎǘŀŎƛƻƴłǊƴŀ 

ŦłȊŀ ƧŜ ǘŜŘa ǘǾƻǊŜƴł Ǿo vode ƴŜǊƻȊǇǳǎǘƴȇƳ ƻǊƎŀƴƛŎƪȇƳ ǊƻȊǇǵǑǙŀdlom (napr. hexan), 

ktorȇ je vo vodnom elektrolyte stabilizovanȇ pomocou ƴŀōƛǘŞƘƻ ǎǳǊŦŀƪǘŀƴǘǳ όƴŀǇǊΦ 

SDS) a ko-surfaktantu (napr. t-butanol) [13]. 

3.3.8 bŜǾƻŘƴł ƪŀǇƛƭłǊƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŀ όb!/9ύ 

Separuje analyty v ƳŞŘƛǳ ǇƻȊƻǎǘłǾŀƧǵŎƻƳ Ȋo ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳΣ ƪǘƻǊȇ ƧŜ 

namiesto vody tvorenȇ organickȇƳ ǊƻȊǇǵǑǙŀŘƭƻƳ őƛ zmesou ƻǊƎŀƴƛŎƪȇŎƘ ǊƻȊǇǵǑǙadiel 

[13]. 

3.3.9 YŀǇƛƭłǊƴŀ elektrochromatografia (CEC) 

WŜ ƪƻƳōƛƴłŎƛƻǳ /½9 ŀ It[/Φ {ŜǇŀǊłŎƛŀ ǇǊŜōƛŜƘŀ ƳŜŘȊƛ ǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƻǳ ŦłȊƻǳΣ ƪǘƻǊł ƧŜ 

vo ǾƴǵǘǊƛ ƪŀǇƛƭłǊȅ ŀ elektrolytom [9][13]. 

3.4 LƴǑǘǊǳƳŜƴǘłŎƛŀ 

3.4.1 YŀǇƛƭłǊŀ 

Jednou z ƴŀƧŘƾƭŜȌƛőŜƧǑƝŎƘ őŀǎǘƝ It/9 ƧŜ ǎŀƳƻǘƴł ƪŀǇƛƭłǊŀΦ bŜƧőŀǎǘŜƧǑƛŜ ǇƻǳȌƝǾŀƴȇƳ 

ƳŀǘŜǊƛłƭƻƳ ƴŀ ǘǾƻǊōǳ ƪŀǇƛƭłǊ ƧŜ ǘŀǾŜƴȇ ƪǊŜƳŜƶΣ ƪǘƻǊȇ Ƴł ǾŜƯƳƛ ŘƻōǊŞ ƻǇǘƛŎƪŞ 

a ǘŜǊƳłƭƴŜ Ǿƭŀǎǘƴƻǎǘƛ a naviac tento ƳŀǘŜǊƛłƭ ƴƛŜ ƧŜ ŘǊŀƘȇ. KŀǇƛƭłǊȅ ǎǵ ŘƻǎǘǳǇƴŞ Ǿƻ 

ǾŜƯƳƛ ƳŀƭȇŎƘ Ǌozmeroch (vnǵtornȇ priemer menej ako 100 ҡm) a ǎǵ ŎƘŜƳƛŎƪȅ ƛƴŜǊǘƴŞ 

όǾȇƴƛƳƪƻǳ ǎǵ ƘȅŘǊƻȄȅƭƻǾŞ ǎƪǳǇƛƴȅ ȊƻŘǇƻǾŜŘƴŞ Ȋŀ ŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪȇ ǘƻƪ ς viac Ǿƛř 

kapitola 3ΦмΦнύΦ ±ƻƴƪŀƧǑƛŀ ǎǘŜƴŀ ƪŀǇƛƭłǊȅ ƧŜ ǇƻǘƛŀƘƴǳǘł ƻŎƘǊŀƴƴƻǳ ǇƻƭȅƛƳƛŘƻǾƻǳ 

ǾǊǎǘǾƻǳΣ Ǿřŀƪŀ ƪǘƻǊeƧ ǎǵ ƪŀǇƛƭłǊȅ ƻƘȅōƴŜƧǑƛŜ ŀ ƯŀƘǑƛŜ ǎŀ ǎ ƴƛƳƛ ƳŀƴƛǇǳƭǳƧŜΦ ¢łǘƻ ǾǊǎǘǾŀ 

ǾǑŀƪ ŎƘȇōŀ Ǿ ŘŜǘŜƪőƴƻƳ ƻƪƴŜ ƪŀǇƛƭłǊȅΦ ¢ȇƳǘƻ ǎŀ ǎǘłǾŀ ƪŀǇƛƭłǊŀ Ǿ danom mieste 

ƪǊŜƘƪŜƧǑƻǳ a je ǇƻǘǊŜōƴŞ s ƶƻǳ ǇǊŀŎƻǾŀǙ ƻǇŀǘǊƴŜΦ  
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±ƴǵǘƻǊƴȇ priemer ƪŀǇƛƭłǊ ǎŀ ǾŅőǑƛƴƻǳ ǇƻƘȅōǳƧe v ǊƻȊƳŜŘȊƝ нр ς 75 ҡm, zatƛŀƯ őƻ 

ǾƻƴƪŀƧǑƝ ǇǊƛŜƳŜǊ őƛƴƝ 365 ҡm. EŦŜƪǘƝǾƴŀ ŘƮȌƪŀ ƪŀǇƛƭłǊȅ ƧŜ ƴŀƧőŀǎǘŜƧǑƛŜ cca 30 ς 100 cm, 

ǵǇƭƴł ŘƮȌƪŀ ƪŀǇƛƭłǊȅ ƧŜ ǾǘŜŘȅ ƻ cca 10 cm ŘƭƘǑƛŀ όǇƻŘƯŀ typu pǊƝstroja)Φ ±ƴǵǘƻǊƴȇ ǊƻȊƳŜǊ 

ƪŀǇƛƭłǊȅ ŀ ƧŜƧ ŜŦŜƪǘƝǾƴŀ ŘƮȌƪŀ ƻǾǇƭȅǾƶǳƧǵ ǾƛŀŎŜǊŞ ǇŀǊŀƳŜǘǊŜ ŀƴŀƭȇȊȅΣ ƴŀǇǊƝƪƭŀŘ ƳƛƎǊŀőƴȇ 

őŀǎΣ ŀŘǎƻǊōŎƛǳ ƛƽƴƻǾ őƛ ŀƴŀƭȅǘƻǾΣ ŘŜǘŜƪőƴŞ ƭƛƳƛǘȅΣ ǇǊƻŘǳƪŎƛǳ ǘŜǇƭŀ, ǵőƛƴƴƻǎǘ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ 

a ƎŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘ.  

hōŜŎƴŜ ŘƮȌƪŀ ƪŀǇƛƭłǊȅ ōȅ Ƴŀƭŀ ōȅǙ őƻ ƳƻȌƴƻ ƴŀƧƪǊŀǘǑƛŀΣ ŀōȅ ǎŀ ƳƛƴƛƳŀƭƛȊƻǾŀƭŀ 

Řƻōŀ ŀƴŀƭȇȊȅΦ aŀƭł ŘƮȌƪŀ ƪŀǇƛƭłǊȅ ǾǑŀƪ ǾŜŘƛŜ ƪ ƴłǎǘǊƛƪƻƳ o ǾŅőǑƝŎƘ ƻōƧŜƳƻchΣ ƴƛȌǑiemu 

ŜƭŜƪǘǊƛŎƪŞƳǳ ƻŘǇƻǊǳΣ ǾȅǑǑƛŜƳǳ ǇǊǵŘǳΣ őƻ ǾŜŘƛŜ ƪ ǾȅǑǑŜƧ ǇǊƻŘǳƪŎƛƛ ǘŜǇƭŀΦ  

wƻǾƴŀƪƻ ŀƪƻ ǇǊƛ ŘƮȌƪŜ ƪŀǇƛƭłǊȅΣ ǇǊŜŦŜǊƻǾŀƴȇ ƧŜ őƻ ƴŀƧƴƛȌǑƝ ǾƴǵǘƻǊƴȇ ǊƻȊmer 

ƪŀǇƛƭłǊȅΦ ¢Ŝƴ Ƴł ǘƛŜȌ ƴƛŜƪƻƯƪƻ ƴŜǾȇƘƻŘΣ ŀ ǘƻ ȊƴƝȌŜƴł ŀŘǎƻǊōŎƛŀ ŀ ŎƛǘƭƛǾƻǎǙ ŘŜǘekcie 

όƘƭŀǾƴŜ ǇǊƛ ǇƻǳȌƛǘƝ ƻǇǘƛŎƪŜƧ ŘŜǘŜƪŎƛŜύ [14]. CitlivosǙ UV detekcie ǎŀ Řł ȊƭŜǇǑƛǙ ƴŀǇǊƝƪƭŀŘ 

ǇƻǳȌƛǘƝƳ ƪŀǇƛƭłǊ ǎ ōǳōƭƛƴƻǾƻǳ ŘŜǘŜƪőƴƻǳ ŎŜƭƪƻǳΣ ƪǘƻǊŞ ōƻƭƛ Řƻ ƪŀǇƛƭłǊƴŜƧ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊȅ 

ȊŀǾŜŘŜƴŞ Ǿ roku 1994 [15]. 

3.4.2 5łǾƪƻǾŀƴƛŜ ǾȊƻǊƪȅ 

Pri ŘłǾƪƻǾŀƴƝ ƳŀƭȇŎƘ ƻōƧŜƳƻǾ όǊłŘƻǾƻ v ƧŜŘƴƻǘƪłŎƘ ŀȌ ŘŜǎƛŀtkach nl) ako 

s ƪǘƻǊȇƳƛ ǎŀ ǇǊŀŎǳƧŜ Ǿ ƪŀǇƛƭłǊƴȅŎƘ ŜƭŜƪǘǊƻƳƛƎǊŀőƴȇŎƘ ƳŜǘƽŘŀŎƘΣ ƧŜ ǇǊŜǎƴŞ 

a ǊŜǇǊƻŘǳƪƻǾŀǘŜƯƴŞ ŘłǾƪƻǾŀƴƛŜ ƴŜǾȅƘƴǳǘƴŞΦ ¢ƻǘƻ ŘłǾƪƻǾŀƴƛŜ ƧŜ ƴŀƧőŀǎǘŜƧǑƛŜ 

ǳǎƪǳǘƻőƶƻǾŀƴŞ ƘȅŘǊƻŘȅƴŀƳƛŎƪȅ ŀƭŜōƻ ŜƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪȅΦ 

3.4.2.1 IȅŘǊƻŘȅƴŀƳƛŎƪŞ ŘłǾƪƻvanie 

IȅŘǊƻŘȅƴŀƳƛŎƪŞ dłǾƪƻǾŀƴƛŜ ƧŜ ƴŀƧǇƻǳȌƝǾŀƴŜƧǑƻǳ ƳŜǘƽŘƻǳ ŘłǾƪƻǾŀƴƛŀ ǾȊƻǊƪȅΦ 

¦ǎƪǳǘƻőƶǳƧŜ ǎŀ ŀǇƭƛƪłŎƛƻǳ ǘƭŀƪǳ ƴŀ ƛƴƧŜƪőƴƻƳ ƪƻƴŎƛ ƪŀǇƛƭłǊȅΣ Ǿłƪǳŀ ƴŀ ŘŜǘŜƪőƴȇ ƪƻƴƛŜŎ 

ƪŀǇƛƭłǊȅ ŀƭŜōƻ ǎƛŦƽƴƻǾȇƳ ŜŦŜƪǘƻƳΣ ƪǘƻǊȇ ǾȊƴƛƪƴŜ ȊŘǾƛƘƴǳǘƝƳ ƴłŘƻōȅ ǎƻ ǾȊƻǊƪƻǳ nad 

ǵǊƻǾŜƶ ƴłŘƻōȅ ƴŀ ŘŜǘŜƪőƴƻƳ ƪƻƴŎƛ ƪŀǇƛƭłǊȅΦ Pre dosiahnuǘƛŜ ƪƻƴǑǘŀƴǘƴȇŎƘ ƻōƧŜƳƻǾ 

ŘłǾƪƻǾŀƴŜƧ ǾȊƻǊƪȅ ƧŜ ŘƾƭŜȌƛǘł ǇǊŜǎƴł ƪƻƴǘǊƻƭŀ ǘŜǇƭƻǘȅ [9][14]. 

3.4.2.2 9ƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪŞ ŘłǾƪƻǾŀƴƛŜ 

9ƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪŞ ŀƭŜōƻ ŜƭŜƪǘǊƻƳƛƎǊŀőƴŞ ŘłǾƪƻǾŀƴƛŜ ǾȊƴƛƪł ǇƻƴƻǊŜƴƝƳ ƛƴƧŜƪőƴŞƘƻ 

ƪƻƴŎŀ ƪŀǇƛƭłǊȅ Řƻ ƴłŘƻōƪȅ ǎƻ ǾȊƻǊƪƻǳ ŀ ǾƭƻȌŜƴƝƳ ƴŀǇŅǘƛŀΣ ƪǘƻǊŞ ƧŜ ƴƛŜƪƻƯƪƻƪǊłǘ ƴƛȌǑƛŜ 

(3-5xύ ŀƪƻ ōŜȌƴŜ ǇƻǳȌƛǘŞ ƴŀǇŅǘƛŜ ƴŀ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ǾȊƻǊƪȅΣ Ǉƻ Řƻōǳ мл ς ол ǎŜƪǵƴŘΦ 

V ƪŀǇƛƭłǊŜ ǾȊƴƛƪł ŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪȇ ǘƻƪΣ ƪǘƻǊȇƳ ƧŜ ǾȊƻǊƪŀ ƴŀŘłǾƪƻǾŀƴłΦ 

9ƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪŞ ŘłǾƪƻǾŀƴƛŜ ƴƛŜ ƧŜ ǘŀƪ ǊŜǇǊƻŘuƪƻǾŀǘŜƯƴŞ ŀƪƻ ŘłǾƪƻǾŀƴƛŜ 

hydrodynamickŞΦ[9] 

3.4.3 Kontrola teploty 

YƻƴǘǊƻƭƻǾŀƴƛŜ ƪƻƴǑǘŀƴǘƴŜƧ ǘŜǇƭƻǘȅ ƪǾŀǇŀƭƛƴȅ ƧŜ ŘƾƭŜȌƛǘł ǇǊŜ ǊŜǇǊƻŘǳƪƻǾŀǘŜƯƴƻǎǙ 

ǾǑŜǘƪȇŎƘ ƻǇŜǊłŎƛƝΦ ½ƳŜƴȅ ǘŜǇƭƻǘȅ ƳƾȌǳ ƻǾǇƭȅǾƶƻǾŀǙ ǾƛǎƪƻȊƛǘǳ ƪǾŀǇŀƭƛƴȅΣ 

ŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪȇ ǘƻƪ ŀ Řƻōǳ ŀƴŀƭȇȊȅΦ 5Ǿŀ ȊłƪƭŀŘƴŞ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳȅ ǳŘǊȌǳƧǵŎŜ ǎǘłƭǳ 
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teplotu v ƪŀǇƛƭłǊŜ ǎǵ ȊŀƭƻȌŜƴŞ ƴŀ ǘŜǊƳƻǎǘŀǘƻǾŀƴƝ ƪŀǇƛƭłǊȅ ǇƻƳƻŎƻǳ ŎƘƭŀŘƛŀŎŜƧ 

ƪǾŀǇŀƭƛƴȅ ŀƭŜōƻ ǇƻƳƻŎƻǳ tŜƭǘƛŜǊƻǾƘƻ őƭłƴƪǳ [9]. 

3.4.4 Detekcia 

aŜŘȊƛ ƴŀƧǇƻǳȌƝǾŀƴŜƧǑƛŜ ƳŜǘƽŘȅ ŘŜǘŜƪŎƛŜ ǇŀǘǊƝ ¦±-±ƛǎ ŘŜǘŜƪǘƻǊΣ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴȇ 

detektor, vodivostnȇ detektor a ƘƳƻǘƴƻǎǘƴȇ ŘŜǘŜƪǘƻǊΦ 6ŀƭŜƧ ǎŀ ǇƻǳȌƝǾŀƧǵ , 

ŜƭŜƪǘǊƻŎƘŜƳƛŎƪŞ ŘŜǘŜƪǘƻǊȅ őƛ ǊłŘƛƻŀƪǘƝǾƴŜ ŘŜǘŜƪǘƻǊȅ [1]. Limity v ŘŜǘŜƪőƴŜƧ ŎƛǘƭƛǾƻǎǘƛ 

ǇǊŜŘǎǘŀǾǳƧŜ Ƴŀƭȇ ƻōƧŜƳ ƴŀŘłǾƪƻǾŀƴŞƘƻ ǾȊƻǊƪǳ ŀ ŦŀƪǘΣ ȌŜ ŘŜǘŜƪŎƛŀ ǇǊŜōƛŜƘŀ Ǿ ƪŀǇƛƭłǊŜ 

όǾƝƴƛƳƪŀ a{ύ v priebehu ǎŜǇŀǊŀőƴŞƘƻ ǇǊƻŎŜǎǳ [4]. 

UV-±ƛǎ ŘŜǘŜƪǘƻǊȅ ǎǵ ƴŀƧǇƻǳȌƝǾŀƴŜƧǑƛŜ Ǿ ƪŀǇƛƭłǊƴŜƧ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŜ ǇǊŜ ƛŎƘ 

jednoduchosǙΣ ŎƛǘƭƛǾƻǎǙ ŀ ǳƴƛǾŜǊȊłƭƴƻǎǙΦ ¢ƛŜǘƻ ŘŜǘŜƪǘƻǊȅ ƳŜǊŀƧǵ ƛƴǘŜƴȊƛǘǳ ǎǾŜǘƭŀΣ ƪǘƻǊł 

ǇǊŜǑƭŀ ǊƻȊǘƻƪƻƳ ǾȊƻǊƪȅ [9][16]. 

CƭǳƻǊŜǎŎŜƴőƴŞ ŘŜǘŜƪǘƻǊȅ ǎǵ ȊŀƭƻȌŜƴŞ ƴŀ ƳŜǊŀƴƝ ȌƛŀǊŜƴƛŀΣ ƪǘƻǊŞ ƭłǘƪŀ ǾȅŘł Ǉƻ 

ŀōǎƻǊōƻǾŀƴƝ ŜȄŎƛǘŀőƴŜƧ ŜƴŜǊƎƛŜΦ {ǵ ŎƛǘƭƛǾŜƧǑƛŜ ŀƪƻ ¦±-Vis detektoryΦ bŜǾȇƘƻŘƻǳ ƧŜΣ ȌŜ 

ǾȊƻǊƪȅ ǾŅőǑƛƴƻǳ ǾȅȌŀŘǳƧǵ őŀǎƻǾƻ ƴłǊƻőƴŞ ŘŜǊƛǾŀǘƛȊŀőƴŞ ǊŜŀƪŎƛŜΣ ǇǊŜǘƻȌŜ ǾŅőǑƛƴŀ ƭłtok 

nevykazuje prirodzeƴǵ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƛǳ [17][9]. ±ȇƘƻŘƻǳ ŜƭŜƪǘǊƻŎƘŜƳƛŎƪŜƧ ŘŜǘŜƪŎƛŜ ƧŜ ƧŜƧ 

ŎƛǘƭƛǾƻǎǙΣ ƴŜǾȇƘƻŘƻǳ ƧŜ ǾǑŀƪ ƧŜƧ ǎŜƭŜƪǘƛǾƛǘŀ ƭŜƴ ƪ ƭłǘƪŀƳ ǾȅƪŀȊǳƧǵŎƛƳ ŜƭŜƪǘǊƻŀƪǘƛǾƛǘǳ [9]. 

IƳƻǘƴƻǎǘƴł ǎǇŜƪǘǊƻƳŜǘǊƛŀ ȊŀǎŜ ǇǊƛƴłǑŀ ǾȅǑǑƛǳ ŘŜǘŜƪőƴǵ ŎƛǘƭƛǾƻǎǙ ŀ ƛƴŦƻǊƳłŎƛŜ 

o ǑǘǊǳƪǘǵǊŜ ǾȊƻǊƪȅΣ ƴŀ ŘǊǳƘŜƧ ǎǘǊŀƴŜ prepojenie ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŜǘƛŎƪŞƘƻ ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊǳ ǎ MS je 

obtiaȌƴe realizovateƯƴŞ ŀ tȇƳ ǇłŘom aj menej ǊƻȊǑƝrŜƴŞ Ǿ ǇƻǊƻǾƴłƴƝ ǎ LC-MS [9]. 

6ŀƭǑƻǳ ƴŜǾȇƘƻŘƻǳ ǘȇŎƘǘƻ ƳŜǘƽŘ ƧŜ ƛŎƘ Ŧƛƴŀƴőƴł ƴłǊƻőƴƻǎǙ [4]. 

3.5 hǎǘǊƻǇŜǎǘǊŜŎ ƳŀǊƛłƴǎƪȅ 

Silybum marianum (syn. Carduus marianusύ ƧŜ ƧŜŘƴƻǊƻőƴł ŀƭŜōƻ ŘǾƻƧǊƻőƴł Ǌŀǎǘƭƛƴŀ 

ǇŀǘǊƛŀŎŀ Řƻ őŜƯŀŘe !ǎǘŜǊŀŎŜŀŜΦ 5ƴŜǎ ǘǵǘƻ ǊŀǎǘƭƛƴǳΣ ǇƾǾƻŘƻƳ zo Stredomorskej oblasti, 

ƳƾȌŜƳŜ ƴłƧǎǙ Ǿ ƪǊŀƧƛƴłŎƘ 9ǳǊƽǇȅΣ #ȊƛŜΣ !ǳǎǘǊłƭƛŜ ŀ Ameriky [18]. 

3.5.1 hōǎŀƘƻǾŞ ƭłǘƪȅ 

±ŅőǑƛƴŀ ƻōǎŀƘƻǾȇŎƘ ƭłǘƻƪ ostrƻǇŜǎǘǊŜŎŀ ƳŀǊƛłƴǎƪŜƘƻ ǎǵ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴȅΣ ƪǘƻǊŞ 

ǘǾƻǊƛŀ ǎƛƭȅƳŀǊƛƴƻǾȇ ƪƻƳǇƭŜȄΣ ǇƻȊƻǎǘłǾŀƧǵŎƛ Ȋo sƛƭȅōƝƴǳ A a B (SB A a SB B), iǎƻǎƛƭȅōƝƴǳ 

A a B (ISB A a ISB B), sƛƭȅŎƘǊƛǎǘƝƴǳ (SCH), sƛƭȅŘƛŀƴƝƴǳ (SD) a tŀȄƛŦƻƭƝƴǳ (TX) (viř ƻōǊłȊok 

őΦмύ. Z ǘȇŎƘǘƻ ƭłǘƻƪ ƧŜ Ȋŀ ŦŀǊƳŀƪƻƭƻƎƛŎƪȅ ƴŀƧǵőƛƴƴŜƧǑƝ ǇƻǾŀȌƻǾŀƴȇ ǎƛƭȅōƝƴΦ  

{ƛƭȅōƝƴ ƧŜ ŀōǎƻǊōƻǾŀƴȇ ǇǊƛŀƳƻ Ȋ ǘǊłǾƛŀŎŜƘƻ ǘǊŀƪǘǳ Řƻ ǇƻǊǘłƭƴŜƧ ȌƛƭȅΦ .ƛƻŘƻǎǘǳǇƴƻǎǙ 

sƛƭȅōƝƴǳ ǎŀ ƴƛŜƪƻƯƪƻƴłǎƻōƴŜ ȊǾȇǑƛ Ǉƻ ƧŜƘƻ ƴŀǾƛŀȊŀƴƝ ƴŀ ŦƻǎŦŀǘƛŘȅƭŎƘƻƭƝƴƻǾȇ ƪƻƳǇƭŜȄΦ 

V ǇŜőŜƴƛ ǎŀ ǎƛƭȅōƝƴ ǎǘłǾŀ ǎǵőŀǎǙƻǳ ƭƛǇƛŘƻǾȇŎƘ ƳƛŎŜƭΣ ƪǘƻǊŞ Ƙƻ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘǳƧǵ Řƻ 

ŜȄǘǊŀƘŜǇŀǘłƭƴȅŎƘ ǘƪŀƴƝǾΦ tǊŜǾŀȌƴł ǾŅőǑƛƴŀ ǎilyōƝƴǳ ƧŜ ǾȅƭǳőƻǾŀƴł ǇǊƻǎǘǊŜŘƴƝŎǘǾƻƳ ȌƭőƛΣ 

ƭŜƴ Ƴŀƭł őŀǎǙ ƧŜ ǾȅƭǳőƻǾŀƴł ƳƻőƻƳ [19]. 
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hōǊłȊoƪ őΦмΥ ~truktǵrne vzorce flavonolignanov pǊƝǘƻƳƴȇŎƘ Ǿ silymarƝne. 

 

 

 

3.5.2 ±ȅǳȌƛǘƛŜ 

SilymaǊƝƴ ǎŀ ǳȌ ƴƛŜƪƻƯƪƻ ǘƛǎƝŎ ǊƻƪƻǾ ǇƻǳȌƝǾŀ ƴŀ ƭƛŜőŜōƴŞ ǵőŜƭȅΣ ƘƭŀǾƴŜ ƴŀ ƻŎƘƻǊŜƴƛŀ 

ǇŜőŜƴŜΦ WŜƘƻ ŜŦŜƪǘ ƴŀ ǇŜőŜƶ ƧŜ Ǿ ƳŜŘƛŎƝƴŜ ǾȅǳȌƝǾŀƴȇ ŀƧ Ǿ ǎǵőŀǎǘƴƻǎǘƛΣ ƘƭŀǾƴŜ ƴŀ ŎƛǊƘƽȊȅ 

pŜőŜƴŜΣ ŀƭƪƻƘƻƭƻƳ ŀƭŜōƻ ǾƝǊƻƳ ǾȅǾƻƭŀƴǵ ƘŜǇŀǘƛǘƝŘǳ ŀ ƛƴŞ ƻŎƘƻǊŜƴƛŀ ǇŜőŜƴŜΦ 5ƴŜǎ ƧŜ 

sƛƭȅƳŀǊƝƴ ȊƴłƳȅƳ ŀƴǘƛƻȄƛŘŀƴǘƻƳΣ ƧŜ ǇǊŜǳƪłȊŀƴȇ ƧŜƘƻ ǵőƛƴƻƪ ƴŀ ǊŀƪƻǾƛƴǳ όǇǊƻǎǘŀǘȅΣ 

ǇǊǎƴƝƪŀΣ ƪǊőƪŀ ƳŀǘŜǊƴƛŎŜΣ ƘǊǳōŞƘƻ őǊŜǾŀύΣ ǇƻǘǾǊŘƛƭƻ ǎŀ ƧŜƘƻ ǇƾǎƻōŜƴƛŜ Ǿ ƭƛŜőōe 

hypercholesteroƭŞƳƛe a ǘƛŜȌ Ǿ ǘƻȄƝƴƳƛ ƛƴŘǳƪƻǾŀƴƻƳ ǇƻǑƪƻŘŜƴƝ ǇŜőŜƴŜΦ  

{ƛƭȅƳŀǊƝƴ ƧŜ ǇƻǾŀȌƻǾŀƴȇ Ȋŀ ōŜȊǇŜőƴǵ ƭłǘƪǳΣ ƴƛŜ ǎǵ ȊƴłƳŜ ȌƛŀŘƴŜ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛŜ 

s ƭƛŜőƛǾȇƳƛ ƭłǘƪŀƳƛ ŀƭŜōƻ ǊŀǎǘƭƛƴƴȇƳƛ ŘǊƻƎŀƳƛΦ {ƛƭȅƳŀǊƝƴ ƛƴƘƛōǳƧŜ /¸tо!п ŀ UDP-

ƎƭǳƪǳǊƻƴȅƭǘǊŀƴǎŦŜǊłȊǳΣ ǎƛƭȅōƝƴ ƛƴƘƛōǳƧŜ /¸tн/ф ŀ őƛŀǎǘƻőƴŜ /¸tо!пΦ  
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{ƛƭȅƳŀǊƝƴ ǎŀ ǾŅőǑƛƴƻǳ ǾȅǊłōŀ Ǿƻ ŦƻǊƳŜ ǘŀōƭƛŜǘ ŀƭŜōƻ ǘƻōƻƭƛŜƪΣ ǇǊƝǇŀŘƴŜ ƎrŀƴǵƭΦ 

{ƛƭȅƳŀǊƝƴ ƧŜ Ǿƻ ǾƻŘŜ ƴŜǊƻȊǇǳǎǘƴȇΣ ǇǊŜǘƻ ǎǵ ǘieto ƭƛŜƪƻǾŞ ŦƻǊƳȅ ǇǊŜŦŜǊƻǾŀƴŞ ǇǊŜŘ 

őŀƧƻǾȇƳƛ ȊƳŜǎŀƳƛ, ƪǘƻǊŞ ǘǾƻǊƛŀ ǾƻŘƴŞ ǊƻȊǘƻƪȅ [19]. 

3.5.3 aŜǘƽdy stanovenia sƛƭȅƳŀǊƝnu 

¶ !ƴŀƭȇȊŀ ŀ ǇƻǊƻǾƴŀƴƛŜ ŀƪǘƝǾƴȅŎƘ őŀǎǘƝ Ǿ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴƻǾƻƳ ŜȄǘǊŀƪǘŜΥ [/Σ a{ 

detekcia [20] 

¶ !ƴŀƭȇȊŀ ŀƪǘƝǾƴȅŎƘ őŀǎǘƝ {ƛƭȅƳŀǊƝƴǳΥ It[/ ŀ CZE, UV detekcia [21] 

¶ {ǘŀƴƻǾŜƴƛŜ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴǳ Ȋ ŜȄǘǊŀƪǘǳ ǎǳǑŜƴȇŎƘ ǇƭƻŘƻǾ hǎǘǊƻǇŜǎǘǊŜŎŀ 

ƳŀǊƛłƴǎkeho: HPLC a HPCE, UV detekcia [22] 
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4. EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 

4.1 tƻǳȌƛǘŞ ǊŜŀƎŜƴŎƛŜ 

4.1.1 /ƘŜƳƛƪłƭƛŜ ƴŀ ǇǊƝǇǊŀǾǳ ȊłƪƭŀŘƴȇŎƘ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘƻǾ 

YȅǎŜƭƛƴŀ ōƻǊƛǘł   pre ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊǳΣ җффΣр҈Σ {ƛƎƳŀ 

HydroxiŘ ǎƻŘƴȇ   Sigma-!ƭŘǊƛŎƘΣ җфтΣл҈ 

5ƻŘŜŎȅƭ ǎƝǊŀƴ ǎƻŘƴȇ   BioReagent, pre ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊǳΣ җфуΣр҈Σ {ƛƎƳŀ 

5ŜƻȄȅŎƘƻƭłǘ    Fluka AnalyticŀƭΣ җфуΣл% 

-hcykloŘŜȄǘǊƝƴ    Sigma-Aldrich, Mw 972,86 LOT: S17393-433 

-̡cykloŘŜȄǘǊƝƴ    Sigma-Aldrich, Mw 1137,01, LOT: S20642-174 

-ɹcykloŘŜȄǘǊƝƴ Sigma-!ƭŘǊƛŎƘΣ җ фф%, Mw 1279,15, LOT: 

032K1259 

2-hydroxypropyl- -̡cykloŘŜȄǘǊƝƴ Sigma-Aldrich, Mw ~ 1380, LOT: MKBS9923V 

2,6-di-O-metyl- -̡cykloŘŜȄǘǊƝƴ Cƭǳƪŀ !ƴŀƭȅǘƛŎŀƭΣ җ фу%, Mw 1331,39, LOT: 

1403669 

¦ƭǘǊŀőƛǎǘł ǾƻŘŀ   ǇǊƻŘǳƪƻǾŀƴł ǎȅǎǘŞƳƻƳ aƛƭƭƛ-Q 

Metanol    Chromasolv pre It[/Σ җ ффΣф҈Σ {ƛƎƳŀ-Aldrich 

Etanol     /ƘǊƻƳŀǎƻƭǾ ǇǊŜ It[/Σ җ ффΣф҈Σ {ƛƎƳŀ-Aldrich 

Iso-propanol    Chromasolv pre It[/Σ җ ффΣу҈Σ {ƛƎƳŀ-Aldrich 

Acetonitril Chromasolv gradient grade pre It[/Σ җ ффΣф҈Σ 

Sigma-Aldrich 

Heptan    pre spektrofotometriu, 99%, Aldrich 

n-Butanol    p.a., Lachema, Neratovice 

4.1.2 ~ǘŀƴŘŀǊŘȅ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎnanov 

{ƛƭȅƳŀǊƝƴ    Sigma-!ƭŘǊƛŎƘΣ 2Ɲƴŀ 

{ƛƭȅōƝƴ  tǊƛƳłǊƴy ǊŜŦŜǊŜƴőƴȇ Ǒtandard (92,53%), Sigma-

Aldrich 

{ƛƭȅōƝƴ .    !ƴŀƭȅǘƛŎƪȇ ǑǘŀƴŘŀǊŘ όҗфрΣл҈ύΣ {ƛƎƳŀ-Aldrich 

LǎƻǎƛƭȅōƝƴ !    !ƴŀƭȅǘƛŎƪȇ ǑǘŀƴŘŀǊŘ όҗфрΣл҈ύΣ {ƛƎƳŀ-Aldrich 

LǎƻǎƛƭȅōƝƴ .    !ƴŀƭȅǘƛŎƪȇ ǑǘŀƴŘŀǊŘ όҗфлΣл҈ύΣ {ƛƎƳŀ-Aldrich 

{ƛƭȅŎƘǊƛǎǘƝƴ    !ƴŀƭȅǘƛŎƪȇ ǑǘŀƴŘŀǊŘ όҗфрΣл҈ύΣ {ƛƎƳŀ-Aldrich 



22 
 

{ƛƭȅŘƛŀƴƝƴ    !ƴŀƭȅǘƛŎƪȇ ǑǘŀƴŘŀǊŘ όҗфрΣл҈ύΣ {ƛƎƳŀ-Aldrich 

¢ŀȄƛŦƻƭƝƴ    !ƴŀƭȅǘƛŎƪȇ ǑǘŀƴŘŀǊŘ όҗурΣл҈ύΣ {ƛƎƳŀ-Aldrich 

4.1.3 ~ǘŀƴŘŀǊŘȅ ǇǊe ǾȇōŜǊ ƛƴǘŜǊƴŞƘƻ ǑǘŀƴŘŀǊŘǳ 

Daidzein    CƭǳƪŀΣ җфу%, Izrael 

Baicalein    CƭǳƪŀΣ җфу%, 2Ɲƴŀ 

  

4.2 tƻǳȌƛǘŞ ǇǊƝǎǘǊƻƧŜ ŀ ƳŀǘŜǊƛłƭ 

Pre ǵǇǊŀǾǳ ǇI ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘƻǾ ōƻƭ ǇƻǳȌƛǘȇ ǇI ƳŜǘŜǊ PHM220 (Rłdiometer, 

FrancǵȊǎƪƻ) s ƪƻƳōƛƴƻǾŀƴƻǳ ǎƪƭŜƴŜƴƻǳ ŜƭŜƪǘǊƽŘƻǳ PHC2401-8 (Rłdiometer, 

FrancǵȊǎƪƻ). Kalibrłcia pH metru bola ǾȅƪƻƴłǾŀƴł denne ǊŜŦŜǊŜƴőƴȇmi puframi 

v rozsahu pH 7-10 (vȇǊƻōŎŀ WTW, Weilheim, Nemecko). bŀ ŦƛƭǘǊłŎƛǳ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘƻǾ 

a ǇǊŜƳȇǾŀŎƝŎƘ ǊƻȊǘƻƪƻǾ ōƻƭƛ ǇƻǳȌƛǘŞ ƴȅƭƻƴƻǾŞ strƛŜƪŀőƪƻǾŞ ŦƛƭǘǊŜ s priemerom 25 mm, 

s priemerom ǇƽǊƻǾ лΣ45 ˃ m (Membrain Solutions, Dallas, USA). 

bŀ ǾƭŀǎǘƴŞ ƳŜǊŀƴƛŜ ōƻƭŀ ǇƻǳȌƛǘł ƪŀǇƛƭłǊƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊŀ !ƎƛƭŜƴǘ /9 тмлл (Agilent 

Technologies, Waldbronnn, Nemecko). Program 3D-CE ChemStation (Rev.B.04.03-SP1) 

boƭ ǇƻǳȌƛǘȇ pre ƻǾƭłŘanie elektroforetƛŎƪŞƘƻ ŀƴŀƭȅȊłǘƻǊǳ ŀ ȊłƪƭŀŘƴŞ vyhodnotenie 

nameraƴȇŎƘ Řłt. Pre vŅőǑƛƴǳ ŀƴŀƭȇȊ ōƻƭŀ ǇƻǳȌƛǘł ƪǊŜƳŜƴƴł ƪŀǇƛƭłǊŀ (Polymicro 

Technologies, Phoenix, USA) s priemerom 50 ҡm, s ŎŜƭƪƻǾƻǳ ŘƮȌƪƻǳ 47,2 cm 

a s efeƪǘƝvnou dƮȌƪƻǳ 38,7 cm. V ǊłƳŎƛ ǾȇǾƻƧŀ ƳŜǘƽŘȅ ōƻƭŀ ǇƻǳȌƛtł ŀƧ ƪŀǇƛƭłǊŀ 

s ǾƴǵǘƻǊƴȇƳ ǇǊƛŜƳŜǊƻƳ нр ˃ Ƴ ŀ ōǳōƭƛƴƻǾƻǳ ŘŜǘŜƪőƴou ŎŜƭƻǳΣ ƪǘƻǊł Ƴala priemer 125 

˃ƳΣ ǎ celkovou dƮȌƪƻǳ 48,5 cm a s efektƝvnou dƮȌƪƻǳ пл ŎƳ (Agilent Technologies, 

Waldbronn, Nemecko). 

4.3 tǊƝǇǊŀǾŀ ǊƻȊǘƻƪƻǾ 

4.3.1 tǊƝǇǊŀǾŀ Ȋłkladnȇch elektrolytov pre eleƪǘǊƻŦƻǊŜǘƛŎƪŞ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ 

.ƻǊłǘƻǾȇ ǇǳŦorΣ ǇI фΦл όƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŀ нр-100 mM): 

tƻŘƯŀ ǇƻȌŀŘƻǾŀƴŜƧ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ ōƻƭƻ prƛōƭƛȌƴe presne ƴŀǾłȌŜƴŞ ƳƴƻȌǎǘǾƻ 

kyseliny boritej (napr. 0,6183 g H3BO3 pre 100,0 ml elektrolytu o ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƛ лΣм M) 

ǊƻȊǇǳǎǘŜƴŞ Ǿ destilovanej vode; pH bolo ǳǇǊŀǾŜƴŞ м M NaOH na hodnotu 9,0. 

Vznikƴǳǘȇ roztok bol kvantitatƝvne prevedenȇ do 100,0 ml odmernej banky a doplnenȇ 

ǳƭǘǊŀőƛǎǘƻǳ ǾƻŘƻǳ Ǉƻ ǊȅǎƪǳΦ  

 

 

.ƻǊłǘƻǾȇ ǇǳŦoǊΣ ǇI фΦл όƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŀ нр-100 mM), 10 % (v/v) MeOH: 
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tƻŘƯŀ ǇƻȌŀŘƻǾŀƴŜƧ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎie bolo prƛōƭƛȌƴe presne ƴŀǾłȌŜƴŞ ƳƴƻȌǎǘǾƻ 

kyseliny boritej (napr. 0,6183 g H3BO3 pre 100,0 ml elektrolytu o ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƛ лΣм M) 

ǊƻȊǇǳǎǘŜƴŞ Ǿ destilovanej vode; pH bolo ǳǇǊŀǾŜƴŞ м M NaOH na hodnotu 9,0. 

Vznikƴǳǘȇ roztok bol kvantitatƝvne prevedenȇ do 100,0 ml odmernej banky s 10,0 ml 

MeOH a doplnenȇ ǳƭǘǊŀőƛǎǘƻǳ ǾƻŘƻǳ Ǉƻ ǊȅǎƪǳΦ 

½łƪƭŀŘƴȇ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘ ǇǊŜ MEKC (naprΦ млл Ƴa ōƻǊłǘΣ ǇI фΦлΣ мпл Ƴa {5{Σ мл҈ 

(v/v) MeOH) ς ǇƻǎǘǳǇ ǇǊƝǇǊŀǾȅ L: 

PribliȌne presne nŀǾłȌŜƴŞ ƳƴƻȌǎǘǾƻ ƪȅǎŜƭƛƴȅ ōƻritej (pre prƝǇǊŀǾǳ рл,0 ml 100 mM 

roztoku 0,3092 g) a ŘƻŘŜŎȅƭǎƝǊŀƴǳ ǎƻŘƴŞƘƻ (pre pǊƝpravu 50,0 ml 140 mM roztoku 

2,0186 g) ōƻƭƻ ǊƻȊǇǳǎǘŜƴŞ Ǿƻ ǾƻŘŜ; pH ōƻƭƻ ǳǇǊŀǾŜƴŞ ƴŀ ƘƻŘƴƻǘǳ фΣл ǊƻȊǘƻƪom 1 M 

NaOH. Tento roztok bol ƪǾŀƴǘƛǘŀǘƝǾƴŜ ǇǊŜǾŜŘŜƴȇ do odmernej banky s ƻǊƎŀƴƛŎƪȇƳ 

ƳƻŘƛŦƛƪłǘƻǊƻƳ (5,0 ml MeOH pre prƝǇǊŀǾǳ рл,0 ml 10% v/v roztoku) a doplnenenȇ po 

rysku ǳƭǘǊŀ őƛǎǘƻǳ vodou. 

½łƪƭŀŘƴȇ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘ ǇǊŜ MEKC (naprΦ млл Ƴa ōƻǊłǘΣ ǇI фΦлΣ мпл Ƴa {5{Σ мл҈ ǾκǾ 

MeOH) ς ǇƻǎǘǳǇ ǇǊƝǇǊŀǾȅ LL: 

tƻŘƯŀ ǇƻȌŀŘƻǾŀƴŜƧ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ ōƻƭƻ prƛōƭƛȌƴe presne ƴŀǾłȌŜƴŞ ƳƴƻȌǎǘǾƻ 

kyseliny boritej (0,6183 g H3BO3 pre 100,0 ml elektrolytu o ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƛ лΣм M) 

ǊƻȊǇǳǎǘŜƴŞ Ǿ destilovanej vode; pH bolo ǳǇǊŀǾŜƴŞ м M NaOH na hodnotu 9,0. 

Vznikƴǳǘȇ roztok byl kvantitatƝvne prevedenȇ do 100,0 ml odmernej banky, pridŀƴȇ 

MeOH v predpƝsanoƳ ƳƴƻȌǎǘǾe (napr. 10,0 ml pre ȊƝǎƪanie 10% v/v roztoku) 

a doplnenȇ ǳƭǘǊŀőƛǎǘƻǳ ǾƻŘƻǳ Ǉƻ ǊȅǎƪǳΦ bŀǾłȌŜƴŞ ƳƴƻȌǎǘǾo SDS odpovedajǵŎŜ 

predepƝsanej koncentrłcii bolo rozpustenŞ v млл Ƴa ōƻǊłǘƻǾom pufri s pH 9,0 

s obsahom 10 % (v/v) MeOH, prevedenŞ kvantitatƝvne do 50,0 ml odmernej banky 

a doplnenŞ ǊƻǾƴŀƪȇƳ roztokom po rysku (napr. pre prƝǇǊŀǾǳ мпл Ƴa {5{ s objemom 

50,0 ml bolƻ ƴŀǾłȌŜƴȇŎƘ 2,0186 g SDS). 

½łƪƭŀŘƴȇ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘ ǇǊŜ MEKC s ŘŜƻȄȅŎƘƻƭłǘƻƳ: 

V 100 Ƴa ōƻǊłǘŜ s pH 9,0 a s 10% (v/v) ƳŜǘŀƴƻƭǳ ōƻƭƻ ǇƻǎǘǳǇƴŜ ǊƻȊǇǳǎǘŜƴŞ 

ǇƻǘǊŜōƴŞ ƳƴƻȌǎǘǾƻ ŘŜƻȄȅŎƘƻƭłǘǳ όǎƻŘƴł ǎƻƯ ŘŜƻȄȅŎƘƻƭƻǾŜƧ kyseliny) na dosiahnutie 

ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƝ ол mM, 60 mM a 120 mM deoxyŎƘƻƭłǘǳΦ 

½łƪƭŀŘƴȇ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘ ǇǊŜ MEEKC (140 mM SDS, 80 mM heptan, 10 %v/v n-butanol, 

млл Ƴa ōƻǊłǘΣ ǇI фΣлύ: 

tƻ ǊƻȊǇǳǎǘŜƴƝ {5{ ŀ  kyseliny boritej ōƻƭƻ ǇI ǳǇǊŀǾŜƴŞ мa bŀhI ƴŀ hodnotu 9,0. 

Vznikƴǳǘȇ roztok bol kvantitatƝvne prevedenȇ do 100 ml odmernej banky, pridanŞ 1,17 

ml heptłnu a homogenizovanŞ na ultrazvukovƻƳ ƪǵǇŜƭƛ. Po prƝŘŀǾƪǳ мл Ƴƭ ƴ-butanolu 

a ƴłǎƭŜŘƴej homogenizłcii na ultrazvuku, bol roztok doplnenȇ ǳƭǘǊŀ őƛǎǘƻǳ ǾƻŘǳ Ǉƻ 

rysku.  

½łƪƭŀŘƴȇ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘ ǎ cyklodextrƝnom: 
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bŀǾłȌŜƴŞ ƳƴƻȌǎǘǾƻ ǇrƝǎƭǳǑƴŞƘƻ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴu bolo rozpustenŞ v  100 mM 

ōƻǊłǘƻǾŞƳ ǇǳŦǊǳ ƻ ǇI фΦл ǎ мл ҈ όǾκǾύ aŜhI. 

a9Y/ ǎȅǎǘŞƳ ƳƻŘƛŦƛƪƻǾŀƴȇ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴƻƳΥ 

bŀǾłȌŜƴȇ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴ őƛ zmes ƴŀǾłȌŜƴȇŎƘ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴov bola rozpustenł v ǳȌ 

pripravenom MEKC ǎȅǎǘŞƳŜ ǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇƳ ŘƭŜ ǇƻǎǘǳǇǳ I alebo II. 

4.3.2 tǊƝǇǊŀǾŀ roztokov flavonolignanov 

½łǎƻōƴŞ ǊƻȊǘƻƪȅ ƧŜŘƴƻǘƭiǾȇŎƘ ǑǘŀƴŘŀǊŘƻǾ ǑǘǳŘƻǾŀƴȇŎƘ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴanov boli 

ǇǊƛǇǊŀǾŜƴŞ ƴŀǾłȌŜƴƝƳ ǇǊƝǎƭǳǑƴŞƘƻ ƳƴƻȌǎǘǾa Ǒtandardu a jeho rozpusteƴƝƳ Ǿ MeOH na 

koncentrłciu 1 mg/ml (napr. 0,889 mg ISB B ǊƻȊǇǳǎǘŜƴŞ Ǿ 1 ml MeOH). PracovnŞ 

roztoky boli ǇǊƛǇǊŀǾŜƴŞ ƴŀǊƛŜŘŜƴƝƳ Ȋłǎƻōƴȇch roztokov 25% (v/v) ǾƻŘƴȇƳ roztokom 

MeOH na ǇƻȌŀŘƻǾŀƴǵ koncentrłciu (napr. pre 80 ҡg/ml ISB B 89,99 ҡƭ ȊłǎƻōƴŞƘƻ 

roztoku ISB B a 910,01 ҡƭ нр҈ aŜhIύ. KoncetrłŎƛŀ pracovnȇch roztokov bola obvykle 

v ǊƻȊƳŜȊƝ 80 ˃ ƎκƳƭ ŀ млл ˃ƎκƳƭ ǇǊe kaȌŘȇ Ȋ analytov. tƻŘƻōƴȇƳ ǎǇƾsobom bol 

pripravenȇ roztok silymarƝnu od spoloőƴƻǎǘƛ {ƛƎƳŀ!ƭŘǊƛŎƘΦ 

4.3.3 Extrakcia z Flavobionu 

tǊƝǇǊŀǾƻƪ CƭŀǾƻōƛƻƴ ƻōǎŀƘǳƧŜ тл mg sƛƭȅƳŀǊƝƴǳ Ǿ ƧŜŘƴŜƧ ǇƻǙŀƘƻǾŀƴŜƧ ǘŀōƭŜǘŜ 

(ǇǊƛŜƳŜǊƴł ƘƳƻǘƴƻǎǙ ǘŀōƭŜǘȅ őƛƴƝ ŎŎŀ 0,46 ƎύΦ tƻƳƻŎƴŞ ƭłǘƪȅ ƻōǎƛŀƘƴǳǘŞ Ǿƻ CƭŀǾƻōƛƻƴŜ 

ǎǵ ƳƻƴƻƘȅŘǊłǘ ƭŀƪǘƽȊȅΣ ƪǳƪǳǊƛőƴȇ ǑƪǊƻōΣ ǎŀŎƘŀǊƽȊŀΣ ȌŜƭŀǘƝƴŀΣ ƳƛƪǊƻƪǊȅǑǘŀƭƛŎƪł ŎŜƭǳƭƽȊŀΣ 

kalcium-ǎǘŜŀǊłǘΣ ǎƻŘƴł ǎƻƯ ƪŀǊōƻȄȅƳŜǘȅƭǑƪǊƻōǳΣ ǇƻǙŀƘƻǾł ǎǵǎǘŀǾŀ hǇŀŘǊȅ мнIнмлллл 

όƘȅǇǊƻƳŜƭƽȊŀΣ ƻȄƛŘ ǘƛǘŀƴƛőƛǘȇΣ ƳŀǎǘƻƪΣ ǇǊƻǇȅƭŞƴƎƭȅƪƻƭΣ ǇƻƭȅǎƻǊōłǘ улΣ Ƙƭƛƴƛǘȇ ƭŀƪ 

ƛƴŘƛƎƻƪŀǊƳƝƴǳΣ Ȍƭǘȇ ƻȄƛŘ ȌŜƭŜȊƛǘȇΣ Ƙƭƛƴƛǘȇ ƭŀƪ ŎƘƛƴƻƭƝƴƻǾŜƧ ȌƭǘƛύΦ 

Pre overenie nłƧŘŜƴȇŎƘ ǎŜǇŀǊŀőƴȇŎƘ ǇƻŘƳƛŜƴƻƪ ƴŀ ǊŜłƭnej vzorke bol pouȌƛǘȇ 

ƭƛŜőƛǾȇ ǇǊƝǇǊŀǾƻƪ Flavobion. RƻȊŘǊǾŜƴł ǘŀōƭŜǘŀ CƭŀǾƻōƛƻƴǳ bola 3л Ƴƛƴǵǘ 

ƘƻƳƻƎŜƴƛȊƻǾŀƴł ƴŀ ǳƭǘǊŀȊǾǳƪǳ ǎƻ т Ƴƭ aŜhI όƳƴƻȌǎǘǾƻ ǊƻȊǇǵǑǙŀŘƭŀ ȊƛǎǘŜƴŞ 

odsƪǵǑŀƴƝƳ ǊƻȊǇǳǎǘƴƻǎǘƛ ǑǘŀƴŘŀǊŘǳ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴǳ Ǿ MeOH). Po extrakcii pomocou 

ultrazvuku bola vȇslednł suspenzia centrifugovanł р Ƴƛƴǵǘ όпонл ƻǘłőƻƪύ. Takto 

ǾȊƴƛƪƻƭ Ȋłǎƻōƴȇ ǊƻȊǘƻƪΦ błǎƭŜŘƴŜ ōƻƭ ǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇǊŀŎƻǾƴȇ ǊƻȊǘƻƪ ƴŀǊƛŜŘŜƴƝƳ 

ȊłǎƻōƴŞƘƻ ǊƻȊǘƻƪǳ ƴŀ ǇƻȌŀŘƻǾŀƴǵ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛǳ ǎ нр҈ όǾκǾύ ǾƻŘƴȇƳ ǊƻȊǘƻƪƻƳ aŜhI 

(pre 300 ҡg/ml омΣфр ˃ƭ ȊłǎƻōƴŞƘƻ ǊƻȊǘƻƪǳ CƭŀǾƻōƛƻƴǳ ŀ фсуΣлр ˃ƭ нр҈ aŜhI).  

4.4 {ŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜnky 

tǊŜŘ ǇǊǾƻǳ ŀƴŀƭȇȊƻǳ ōƻƭŀ ƪŀǇƛƭłǊŀ ǇǊŜƳȇǾŀƴł сл Ƴƛƴǵǘ м M NaOH, 30 mƛƴǵǘ лΣм M 

NaOH a ол Ƴƛƴǵǘ ǾƻŘƻǳΦ YŀȌŘȇ ŘŜƶ ǇǊŜŘ ǇǊǾƻǳ ŀƴŀƭȇȊƻǳ ōƻƭŀ ƪŀǇƛƭłǊŀ ǇǊŜƳȇǾŀƴł 

MeOH, 1 M NaOH, 0,1 M NaOH, vodou a elektrolytomΣ ƪŀȌŘȇƳ Ǉƻ Řƻōǳ р Ƴƛƴǵǘ. Na 

ƪƻƴŎƛ ƳŜǊŀƴƝ ōƻƭŀ ǇǊŜƳȅǘł 10 Ƴƛƴǵǘ aŜhIΣ мл Ƴƛƴǵǘ лΣм M NaOH a мл Ƴƛƴǵǘ ǾƻŘƻǳ. 

Merania prebiehali pri ǾƭƴƻǾȇŎƘ ŘƮȌƪŀŎƘ нлл ŀ 320 nm, pri teplote 25ϲ/ ŀ ǾƭƻȌŜƴƻƳ 

napŅǘƝ нр ƪ±Φ ±ȊƻǊƪŀ ōƻƭŀ ŘłǾƪƻǾŀƴł ǘƭŀƪƻƳ рл ƳōŀǊ Ǉƻ Řƻōǳ с ǎŜƪǵƴŘ na anƽdickom 

ƪƻƴŎƛ ƪŀǇƛƭłǊȅ. Frekvencia zberu dłt bola 10 Hz. 
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4.5 ±ȇǇƻőǘȅ 

4.5.1 wƻȊƭƝǑŜƴƛŜ 

Na ǾȇǇƻőŜǘ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŀ Ὑ  medzi dvoƳŀ ǇƝƪƳƛ ōƻƭ ǇƻǳȌƛǘȇ ǾȊǙŀƘ: 

Ὑ = 
ȟ  Ȣ  

 
      wƻǾƴƛŎŀ őΦ м 

ὸ  ς ƳƛƎǊŀőƴȇ őŀǎ (tm2 tm1) 

ύ  - ǑƝǊƪŀ ǇƝƪǳ Ǿ ǇƻƭƻǾƛŎƛ ƧŜƘƻ ǾȇǑƪȅ 

4.5.2 tƻőŜǘ ǘŜƻǊŜǘƛŎƪȇŎƘ ǇƻǎŎƘƻŘƝ 

bŀ ȊƛǎǘŜƴƛŜ Ǉƻőǘǳ ǘŜƻǊŜǘƛŎƪȇŎƘ ǇƻǎŎƘƻŘƝ (N) ōƻƭ ǇƻǳȌƛǘȇ ǾȊǙŀƘΥ 

N = 5,54 . ( )2       
wƻǾƴƛŎŀ őΦ н 

ὸ  ς ƳƛƎǊŀőƴȇ őŀǎ 

ύ  - ǑƝǊƪŀ ǇƝƪǳ Ǿ ǇƻƭƻǾƛŎƛ ƧŜƘƻ ǾȇǑƪȅ 

4.5.3 PƻƘȅōƭƛǾƻǎǙ  

bŀ ǾȇǇƻőŜǘ zdanlivej pohyblivosti όa˃) ōƻƭ ǇƻǳȌƛǘȇ ǾȊǙŀƘΥ 

ʈ = 
Ȣ

Ȣ
        wƻǾƴƛŎŀ őΦ о 

l ς ŜŦŜƪǘƝǾƴŀ ŘƮȌƪŀ ƪŀǇƛƭłǊȅ [m] 

L ς ŎŜƭƪƻǾł ŘƮȌƪŀ ƪŀǇƛƭłǊȅ [m] 

ὸς migrŀőƴȇ őŀǎ [s] 

V ς ǾƭƻȌŜƴŞ ƴŀǇŅǘƛŜ [V] 

tǊŜ ǾȇǇƻőŜǘ ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǘƛ EOF όE˃OF) ōƻƭŀ ǇƻǳȌƛǘł ǊƻǾƴƛŎŀΥ 

ʈ  = 
Ȣ

Ȣ
       wƻǾƴƛŎŀ őΦ п 

tEOF ς őŀǎ ŜƭŜƪtǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪŞƘƻ ǘƻƪǳ 

K ǾȇǇƻőǘǳ ŜŦŜƪǘƝǾƴŜƧ ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǘƛ όe˃) ōƻƭ ǇƻǳȌƛǘȇ ǾȊǙŀƘΥ 

ҡe = ҡa - ҡEOF       wƻǾƴƛŎŀ őΦ р 
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4.6 /ƘŜƳƻƳŜǘǊƛŎƪȇ ǎŎǊŜŜƴƛng  

Okrem univariantnej optimalizłcie boli v priebeƘǳ ǾȇǾƻƧa metƽdy ǾȅǳȌƛǘŞ 

aj chemometrickŞ ƴłǎǘǊƻƧe. Pre ǎŎǊŜŜƴƛƴƎ ǎŜǇŀǊŀőƴȇch podmienok boƭŀ ǇƻǳȌƛǘł demo 

verzia softwaru MODDE (verzia 11.0) od spoloőƴƻǎǘƛ aY{ ¦ƳŜǘǊƛŎƪǎΣ ¦ƳŜŀΣ ~ǾŞŘǎƪƻΦ 

Pre screening boƭ ǇƻǳȌƛǘȇ ǘȊǾΦ αCǊŀŎǘƛƻƴŀl ŦŀŎǘƻǊƛŀƭ ŘŜǎƛƎƴ wŜǎ LLLάΦ bŀǎǘŀǾŜƴie faktorov 

a ǾȇǎƭŜŘƴŞ ƻŘozvy ǎǵ tŀōŜƭƻǾŀƴŞ Ǿ őŀsti vȇǎƭŜŘƪȅ ŀ diskusia ό¢ŀōǳƭƪŀ őΦ сύΦ tǊe ŀƴŀƭȇȊǳ 

dłt boli ǇƻǳȌƛǘŞ dva prƝǎǘǳǇȅΥ ƭƛƴŜłǊƴa regresia (multiple linear regression, MLR) 

a ƴŜƭƛƴŜłǊƴa regresia (partial least squares regression, PLS). 
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5. VÝSLEDKY A DISKUSIA 

5.1 Separłcia silybƝnu A a silybƝnu B 

tǊŜǘƻȌŜ ǎǵ ǵőƛƴƴŞ ƭłǘƪȅ silymarƝnu veƯmi Ǒtruktǵrne ǇƻŘƻōƴŞΣ ōoƭ ǾȇǾƻƧ ƳŜǘƽdy 

najprv ȊŀƘłƧŜƴȇ pokusmi o docielenie separłciŜ ŘƛŀǎǘŜǊŜƻƳŞrov silybƝnu A a silybƝnu B. 

V prƝǇŀŘe ȊłƪƭŀŘƴȇch elektrolytov, ktoǊŞ ǾȅƪŀȊƻǾŀƭƛ ŀǎǇƻƶ őiastoőǵ separłciu tȇchto 

ƭłǘok, bola separłcia ǘŀƪǘƛŜȌ overenł ƴŀ ƪƻƳŜǊőƴe dostupnom komplexe silymarƝnu od 

spoloőƴƻǎǘƛ {ƛƎƳŀ-Aldrich. 

5.1.1 CZE v ōƻǊłǘƻǾom pufri 

tǊǾŞ Ǉƻƪǳǎȅ ōƻƭƛ ƻŘǾƻŘŜƴŞ ƻŘ ǾȇǎƭŜŘƪov Quaglia a kol.[22], kde na oddelenie 

ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ȊƭƻȌƛŜƪ sƛƭȅƳŀǊƝƴǳ ōƻƭ ǇƻǳȌƛǘȇ ȊłƪƭŀŘƴȇ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘ ƻōǎŀƘǳƧƝŎƝ млл Ƴa 

ǘŜǘǊŀōƻǊłǘǳ ǎo 100 mM kyseliny boritej s pH 9.0 a s obsahom 5 % (v/v) MeOH. Za 

tȇchto podmienoƪ ƴŜŘƻǑƭƻ ƪ separłcii ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ƛȊƻƳŞrov silybƝnu a isosilybƝnu [22].  

YŜřȌŜ ǎǵ ƳŜǊŀƴŞ ƭłǘƪȅ ǎƭŀōŞ ƪȅǎŜƭƛƴȅΣ tak pri ȊłǎŀŘƛǘƻƳ ǇI ф ŘƾƧŘŜ 

k ŘŜǇǊƻǘƻƴƛȊłŎƛƛ ŦŜƴƻƭƛŎƪȇŎƘ ƘȅŘǊƻȄȅƭƻǾȇŎƘ ǎƪǳǇƝƴ v polohe 7 a ƭłǘƪȅ ǘŀƪ Ǿ ōƻǊłǘƻǾƻƳ 

pufri ƳƛƎǊǳƧƝ ŀƪƻ aniƽny. 

tǊǾŞ ƳŜǊŀƴƛŀ ōƻƭƛ teda ǇǊŜǾŜŘŜƴŞ ǎ ōƻǊłǘƻǾȇƳ ǇǳŦǊƻƳ ǊƾȊƴŜƧ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ (25 

mM, 50 mM a 100 mM) s pH 9,0 na ǑǘŀƴŘŀǊŘŜ silybinu. V Ȍƛŀdnom BGE nebola 

ŘƻǎƛŀƘƴǳǘł ǎŜǇŀǊłŎƛŀ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ŘƛŀǎǘŜǊŜƻƳŞrov ς silybƝnu A a silybƝƴǳ .Φ ½ŀ ǘȇŎƘǘƻ 

ǎŜǇŀǊŀőƴȇŎƘ ǇƻŘƳƛŜƴƻk diastereomŞry sƛƭȅōƝnu migrujǵ ako aniƽnȅ ǎǇƻƭŜőƴŜ Ǿ jednej 

ȊƽƴŜΦ 

6ŀƭǑƛŜ ƳŜǊŀƴƛŀ ǇƻƪǊŀőƻǾŀƭƛ ǎ ǇǊŀŎƻǾƴȇƳ ǊƻȊǘƻƪƻƳ ǎilymarƝnu (o ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛi 231 

˃ƎκƳƭ) Ǿ ȊłƪƭŀŘƴƻƳ  elektrolyte s ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƻǳ ƪȅǎŜƭƛƴȅ ōƻǊƛǘŜj 100 mM (pH 9,0). 

tƻǳȌƛǘƝƳ ǘƻƘǘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ ōƻƭƛ ƴŀ elektroferograme ǇƻȊƻǊƻǾŀƴŞ п ƘƭŀǾƴŞ ǇƝƪȅΣ 

ǇƻǎƭŜŘƴȇ ǎ ƳƛƎǊŀőƴȇƳ őŀǎƻƳ п,4 ƳƛƴǵǘȅΦ ¢ŀƪŞǘƻ ǾȇǎƭŜŘƪȅ ǎǵ ŀƴŀƭƻƎƛŎƪŞ s ǾȇǎƭŜŘƪŀƳƛ v 

ƭƛǘŜǊŀǘǵre [22]Σ ƪŘŜ ōƻƭƛ ǊƻǾƴŀƪƻ ǇƻȊƻǊƻǾŀƴŞ п ǇƝƪȅ Ǿ ǇƻǊŀŘƝ ƭłǘƻƪ {. ŀ ISB ako jeden 

ǇƝƪΣ {/IΣ {5 ŀ ¢·Φ aƛƎǊŀőƴȇ őŀǎ ¢· ōƻƭ мн ƳƛƴǵǘΦ ¢Ŝƴǘƻ ǊƻȊŘƛŜƭ ƳƾȌŜ ōȅǙ ƴłǎƭŜŘƪƻƳ 

ǾȅǑǑej ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ ŀ vplyvom ƳŜǘŀƴƻƭǳ ŀƪƻ ƻǊƎŀƴƛŎƪŞƘƻ 

ƳƻŘƛŦƛƪłǘƻǊǳ Ǿ ǇƾǾƻŘƴƻƳ Ǉokuse [22]. 

5.1.2 CE s ǇǊƝŘŀǾƪƻƳ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝnov 

{ŜǇŀǊłŎƛǳ ǇƻƭƻƘƻǾȇŎƘ ƛȊƻƳŞǊƻǾ ƧŜ ƳƻȌƴŞ ŘƻŎƛŜƭƛǙ ǇƻǳȌƛǘƝƳ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ ǎ obsahom 

ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴǳ [22]. 9ƭŜƪǘǊƻƭȅǘƻƳ ȊƭƻȌŜƴȇƳ Ȋƻ млл mM boraxu a kyseliny boritej, 12 mM 

-̡CD, 15% MeOH, pH 9,0 bolƛ ǎŜǇŀǊƻǾŀƴŞ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ȊƭƻȌƪȅ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴǳ [22]Φ ±ȇǎƭŜŘƪƻƳ 

ǘŜƧǘƻ ǑǘǵŘƛŜ ōƻƭƻ őƛŀǎǘƻőƴŞ ƻŘŘŜƭŜƴƛŜ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾΤ ǎƛƭȅōƝƴ ! a B 

migrovali v ƧŜŘƴŜƧ ȊƽƴŜ ŀ ŘƻǑƭƻ ƪ őƛŀǎǘƻőƴŞƳǳ ƻŘŘŜƭŜƴƛǳ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴǳ ! a B.  

bŀ ȊłƪƭŀŘŜ ǘȇŎƘǘƻ ǵŘŀƧƻǾ Ȋ odbornej literatǵry boli pripraveƴŞ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘȅ 

s obsahom C5 όǾƛř ƪŀǇƛǘƻƭŀ пΦоΦмύΦ ¢ŜǎǘƻǾŀƴŞ elektrolyty obsahovali 12 mM 2,6-di-O-
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methyl- -̡cyklodextrƝn a 10 mM (2-hydroxypropyl)- -̡cyklodextrƝn (oba bez SDS). Ani 

ƧŜŘƴȇƳ Ȋ ǘȇŎƘǘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘƻǾ ƴŜŘƻǑƭƻ ƪ ǵǎǇŜǑƴŞƳǳ ƻŘŘŜƭŜƴƛǳ ǎƛƭȅōƝnu A a .Φ tǊƛ ƳŜǊŀƴƝ 

sƛƭȅōƝƴǳ ǇǊǾȇƳ ŜlektrolytoƳ ōƻƭŀ ŀǎǇƻƶ őƛŀǎǘƻőƴł ǎŜǇŀǊłŎƛŀ όwǎ Ґ лΣтпύΦ tǊƛ ƳŜǊŀƴƝ 

ŘǊǳƘȇƳ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘƻƳ ƴŜŘƻǑlo k ȌƛŀŘƴŜƳǳ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛǳ ƳŜŘȊƛ ǎƛƭȅōƝƴƻƳ ! a B. 

5.1.3 MEKC separłcia 

5.1.3.1 Vplyv SDS v ǊƻȊƳŜŘȊƝ тл ς 220mM 

tǊŜ řŀƭǑƝ ǾȇǾƻƧ ƳŜǘƽŘȅ ōƻƭ ƪ ōƻǊłǘƻǾŞƳǳ ǇǳŦǊǳ ǇǊƛŘŀƴȇ ŘƻŘŜŎȅƭ ǎƝǊŀƴ ǎƻŘƴȇ (SDS) 

v ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƛ тл mM, 140 mM a 220 mM. tƻǎǘǳǇ ǇǊƝǇǊŀǾȅ .D9 Ǿƛř kapitola MEKC 

ǎȅǎǘŞƳ LLΦ TȇƳǘƻ ŘƻǑƭƻ ƪ ǾȅǘǾƻǊŜƴƛǳ ƳƛŎŜƭłǊƴŜƧ ŦłȊy v ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘŜΣ ƪǘƻǊł ǇǊƛ ǎŜǇŀǊłŎƛƛ 

ǇƾǎƻōƝ ŀƪƻ ǇǎŜǳŘƻǎǘŀŎƛƻƴłǊƴŀ ŦłȊŀΦ 5ƻǑƭƻ ƪ ȊƳŜƴŜ ǎŜǇŀǊŀőƴŞƘƻ ƳŜŎƘŀƴƛȊƳǳ 

z ƪŀǇƛƭłǊƴŜƧ ȊƽƴƻǾŜƧ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊȅ ƴŀ ƳƛŎŜƭłǊƴǳ ŜƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪǵ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛǳ [15]. 

V TabuƯke őΦм ǎǵ porovnanŞ ȊłƪƭŀŘƴŞ ǎŜǇŀǊŀőƴŞ charakteristiky, ako pohȅōƭƛǾƻǎǙ 

EOF, ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙ jednotliǾȇŎƘ ŘƛŀǎǘŜǊŜƻƳŞrov silybƝƴǳΣ ƎŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵd, rozlƝǑŜƴie 

ǇƝƪov diastereomŞrov silybƝnu a ǎŜǇŀǊŀőƴł ǵőƛƴƴƻǎǙ vyjadrŜƴł ŀƪƻ ǇƻőŜǘ ǘŜƻǊŜǘƛŎƪȇŎƘ 

pƻǎŎƘƻŘƝ. Z tabeƭƻǾŀƴȇŎƘ ƘƻŘƴƾt je na prvȇ pohƯŀd ȊƧŀǾƴŞΣ ȌŜ ǎo vzrastajǵcou 

koncentrłciou SDS v .D9 ŘƻŎƘłdza k predƮȌŜƴiu ƳƛƎǊŀőƴȇŎƘ őŀǎov analytov (zdaƴƭƛǾł 

ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǘ ǎŀ ǎƴƝȌƛƭŀύΣ ȊǾȇǑŜƴiu rozlƝǑŜƴia medȊƛ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇƳƛ ǇƝƪmi silybƝnu a takǘƛŜȌ 

ku ȊǾȇǑŜƴiu ǎŜǇŀǊŀőƴej ǵőƛƴƴƻǎǘƛΦ [ƻƎƛŎƪȅ ƧŜ ǘƛŜȌ so ȊǾȅǑǳƧǵcou sa koncentrłciou SDS 

aj ǾȅǑǑƝ ƎŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵd. Naopak ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙ ŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪŞƘƻ ǘƻƪǳ Ȋostala 

prakticky nezmenenł. bŀǇǊƛŜƪ ƭŜǇǑƛŜƳǳ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛǳ Ǿ ǎȅǎǘŞƳŜ ǎ 220 mM SDS, merania 

řŀƭŜƧ ǇƻƪǊŀőƻǾŀƭƛ ǎƻ ǎȅǎǘŞƳƻƳ ǎƻ мпл mM SDS a to z dƾvodu kompromisu mezi 

ǊƻȊƭƝǑŜƴƝƳ ŀ ƎŜƴŜǊƻǾŀƴȇƳ ǇǊǵdom. Na OōǊłȊƪǳ őΦ2 je zobrazenȇ elektroferogram 

separłcie diastereomŞrov silybƝnu v BGE s 140 mM SDS. 

  



29 
 

OōǊłȊƻƪ őΦ2: ElektrƻŦŜǊƻƎǊŀƳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ŘƛŀǎǘŜǊŜƻƳŞǊƻǾ sƛƭȅōƝƴǳΦ ½ƭƻȌŜƴƛŜ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ Ŝƭektrolytu: 100 

Ƴa ōƻǊłǘΣ мпл mM SDS, 10% MeOH, pH фΣл όǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ LLύΦ 6ŀƭǑƛŜ ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜƴƪȅ Ǿƛř 

kapitola 4.4. DŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘΥ ул ˃!Φ {. ! ς silybin A, SB B ς silybin B, EOF ςŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪȇ ǘƻƪΦ 

 

 

¢ŀōǳƯƪŀ őΦ мΥ ±ǇƭȅǾ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ {5{ ƴŀ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ŘƛŀǎǘŜǊŜƻƳŞǊƻǾ sƛƭȅōƝƴǳΦ ½łƪƭŀŘƴȇ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘ 

ǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ LL řŀƭŜƧ ƻōǎŀƘƻǾŀƭ млл Ƴa ōƻǊłǘ ƻ ǇI фΦл ŀ мл҈ όǾκǾύ aŜhIΦ ¢ŀōŜƭƻǾŀƴŞ ƘƻŘƴƻǘȅ 

ǎǵ ǇǊƛŜƳŜǊƻƳ Ȋ о ƳŜǊŀƴƝΦ ҡe ς ŜŦŜƪǘƝǾƴŀ ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙΣ ҡa ς ȊŘŀƴƭƛǾł ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙΣ ҡEOF ς ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙ 

elektǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪŞƘƻ ǘƻƪǳΣ L ς ǇǊǵŘΣ wǎ ς ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜΣ b ς ǵőƛƴƴƻǎǙ ǎŜǇŀǊłcie vyjaŘǊŜƴł ŀƪƻ ǇƻőŜǘ 

teoretickȇŎƘ poschodƝ 

SDS  
µa 

(m2/Vs) 
µEOF 

(m2/Vs) 
µe 

(m2/Vs) 
I 
(µA) 

Rs N 

70 mM 
SB A 2,26.10-8 

4,20.10-8 
-1,94.10-8 

51 0,67 
126938 

SB B 2,25.10-8 -1,95.10-8 179356 

140 mM 
SB A 1,89.10-8 

4,27.10-8 
-2,38.10-8 

81 1,26 
209140 

SB B 1,87.10-8 -2,40.10-8 200647 

220 mM 
SB A 1,61.10-8 

4,38.10-8 
-2,77.10-8 

126 2,00 
262906 

SB B 1,59.10-8 -2,79.10-8 250877 

 

5.1.3.2 DŜƻȄȅŎƘƻƭłǘ ŀƪƻ ǇǎŜudoǎǘŀŎƛƻƴłǊƴŀ ŦłȊŀ 

bŀ ȊłƪƭŀŘŜ ǇǊŜŘŎƘłŘȊŀƧǵŎƛŎƘ ǾȇǎƭŜŘƪƻǾ ōƻƭ ǾȅǎƪǵǑŀƴȇ ǾǇlyv inej 

ǇǎŜǳŘƻǎǘŀŎƛƻƴłǊƴŜƧ ŦłȊy ƴŀ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ǎilybƝnu A a B. SƻŘƴł ǎƻƯ ŘŜƻȄȅŎƘƻƭƻǾŜƧ ƪȅǎŜƭƛƴȅ 

ǾȅǘǾłǊŀ Ǿ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘŜ όǊƻǾƴŀƪƻ ŀƪƻ {5{ύ ȊłǇƻǊƴŜ ƴŀōƛǘŞ ƳƛŎŜƭȅΦ .ƻƭƛ ǇǊƛǇǊŀǾŜƴŞ 

elektrolyty s ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƻǳ ол mM, 60 mM a 120 mM deoxyŎƘƻƭłǘǳ ǎƻŘƴŞƘƻ. Pri 

ƳŜǊŀƴƝ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘƻƳ ǎ ƴŀƧǾŅőǑƻǳ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƻǳ deoxyŎƘƻƭłǘǳ ōƻƭa na 
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elektroferograme pozorovanł  őƛŀǎǘƻőƴł ǎŜǇŀǊłŎƛŀ sƛƭȅōƝƴu A a B; ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜ ōƻƭƻ ƘƻǊǑƛŜ 

(Rs = 0,68) ŀƪƻ Ȋŀ ǇƻǳȌƛǘƛŀ {5{Φ 

5.1.4 MEEKC 

±ȅǘǾƻǊŜƴƛŜ ƳƛƪǊƻŜƳǳƭȊƛƝ ǇƻǎƪȅǘǳƧŜ řŀƭǑƛǳ ŎŜǎǘǳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ, kde mikroemulznł 

kǾŀǇƾőƪŀ tvorenł ƻǊƎŀƴƛŎƪƻǳ ŦłȊou (heptan) je solubilizoǾŀƴł Ǿo vodnom elektrolyte 

pomocou SDS a tzv. kosurfaktantoƳ όǾ ƴŀǑom prƝǇŀŘe n-butanol). PrincƝǇ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ƧŜ 

ŀƴŀƭƻƎƛŎƪȇ ako u MEKCΦ WŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ŀƴŀƭȅǘȅ ǎa separujǵ ƴŀ ȊłƪƭŀŘe rozdielneho 

rozpǵǑǙŀnia medȊƛ ǇǎŜǳŘƻǎǘŀŎƛƻƴłǊƴou ŦłȊou tvorenou mikroemulznou kvŀǇƾőƪƻǳ 

a ǾƻŘƴȇƳ ǇǳŦǊom. tǊƛ ƳŜǊŀƴƝ ǎƛƭȅōƝƴǳ ōƻƭ ƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻŦŜǊƻƎǊŀƳŜ ǇƻȊƻǊƻǾŀƴȇ ƧŜŘŜƴ 

ǎȅƳŜǘǊƛŎƪȇ ǇƝƪ; rozlƝǑŜƴie medzi ǎƛƭȅōƝƴom A a ǎƛƭȅōƝƴom B bolo 0. TŜƴǘƻ ǎŜǇŀǊŀőƴȇ 

model ƴŜōƻƭ řŀƭŜƧ testovanȇ, preǘƻȌŜ ǇǊǾƻǘƴȇ experiment ǾȅƪłȊŀƭ ƘƻǊǑiu ǎŜǇŀǊŀőƴǵ 

schopnosǙ v ǇƻǊƻǾƴłƴƝ ǎ MEKC (MEEKC je ǾƘƻŘƴŜƧǑia ǇǊŜ ƭłǘƪȅ ǎ ǾȅǑǑƻǳ ƭƛǇƻŦƛƭƛǘƻǳ, őƻ 

v podstate ƴŀǑŜ Ƴerania potvrdili). 

5.2 aƛƎǊłŎƛŀ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ pomocou MEKC 

bŀ ȊłƪƭŀŘŜ ǇǊǾȇŎƘ ŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘƻǾ ǎƻ ǎƛƭȅōƝƴom a sƛƭȅƳŀǊƝƴƻƳ ōƻƭƛ ƴłƧŘŜƴŞ ǎƯǳōƴŞ 

ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜƴƪȅ ǇǊŜ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾΦ tǊŜǘƻ ōƻƭ 

ƴŀƧǵǎǇŜǑƴŜƧǑƝ ǎȅǎǘŞƳ, ȊŀƭƻȌŜƴȇ ƴŀ ƳƛŎŜƭłǊƴŜƧ ŜƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪŜƧ ŎƘǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛƛ ό140 

mM SDS, 100 Ƴa ōƻǊłǘΣ мл҈ aŜhIΣ ǇI фύ, ǇƻǳȌƛǘȇ ƴŀ ǇǊŜƳŜǊŀƴƛŜ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ 

ǑǘŀƴŘŀǊŘƻǾ ŀ ƴŀ ƛŘŜƴǘƛŦƛƪłŎƛǳ ƧŜŘƴƻǘlƛǾȇŎƘ ǇƝƪƻǾ Ǿƻ ǾȊƻǊƪŜ ǎƛƭȅƳŀǊƝnu. Premeranie 

ǑǘŀƴŘŀǊŘƻǾ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ Ǿ elektrolyte viedlo k zisteniu poradia 

ƳƛƎǊłŎƛŜ ŀ ƛŎƘ ƳƛƎǊŀőƴȇŎƘ őŀǎƻǾΦ [łǘƪȅ ƳƛƎǊƻǾŀƭƛ Ǿ ǇƻǊŀŘƝΥ ǎƛƭȅŎƘǊƛǎǘƝƴΣ ǎƛƭȅōƝƴ A, ǎƛƭȅōƝƴ 

.Σ ǎƛƭȅŘƛŀƴƝƴΣ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴΣ ǘŀȄƛŦƻƭƝƴΦ 9ƭŜƪǘǊƻƭȅǘƻƳ ǎŀ ǇƻŘŀǊƛƭƻ őƛŀǎǘƻőƴŜ ǊƻȊŘŜƭƛǙ ǎƛƭȅōƝƴ 

A a B (Rs = 1,12)Σ ƴƛŜ ǾǑŀƪ diastereomŞry iǎƻǎƛƭȅōƝƴ ! ŀ ƛsosilyōƝƴ .Σ ƪǘƻǊŞ ƳƛƎǊƻǾŀƭƛ 

v ƧŜŘƴŜƧ ȊƽƴŜ. 
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hōǊłȊƻƪ őΦ3: ElektroferoƎǊŀƳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴǳΦ ½ƭƻȌŜƴƛŜ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳΥ 

100 Ƴa ōƻǊłǘΣ мпл mM SDS, 10% MeOH, pH 9,0 όǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ LύΦ 6ŀƭǑƛŜ ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜƴƪȅ 

Ǿƛř ƪŀǇƛǘƻƭŀ пΦпΦ DŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘΥ фл ˃!Φ SCH ς sƛƭȅŎƘǊƛǎǘƝƴ, SB A ς ǎƛƭȅōƝn A, SB B ς silybƝn B, SD ς 

silydiŀƴƝƴΣ L{. ς ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴΣ ¢· ς taxifƻƭƝƴΣ 9hC ςelektrooǎƳƻǘƛŎƪȇ ǘƻƪ 

 

 

5.3 SŜǇŀǊłŎƛŀ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴǳ ! a iǎƻǎƛƭȅōƝƴǳ B  

V elektrolyte obsahujǵcom SDS sa pomocou MEKC metƽdy podarilo od seba 

separovaǙ vŅőǑƛƴǳ ŀƪǘƝvnych zƭƻȌiek silymarƝnu. DiastereomŞry ǎƛƭȅōƝƴu, ǎƛƭȅōƝƴ 

A a ǎƛƭȅōƝƴ B boli őiastoőƴe rozseparovanŞ, zatiaƯ őo u izomŞrov isosilybƝnu nebol 

doǎƛŀƘƴǳǘȇ ŀƴƛ ƴłȊƴŀƪ ǎŜǇŀǊłcie. Z tohto dƾvodu sa řŀƭǑia őasǙ experimentov zamerala 

na Ǒtǵdium vplyǾǳ ǎŜǇŀǊŀőƴȇch podmienok na separłciu ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ƛȊomŞrov 

isosilybƝnu ς isosilybƝnu A a isosilybƝnu B. 

5.3.1 Vplyv SDS 

PƻǳȌƛǘƝm elektrolytov s ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛou SDS: 40 mM, 80 mM, 120 mM, 160 mM, 180 

mM a 220 mM ǇǊƛ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƛ ōƻǊłǘǳ млл mM ( s ǾȇƴƛƳƪƻǳ мул ŀ 220 mM SDS, kde 

bola ǇƻǳȌƛǘł ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŀ ōƻǊłǘǳ ол mM) ƴŜŘƻǑƭƻ ŀƴƛ ƪ őƛŀǎǘƻőƴŞƳǳ ǊƻȊŘŜƭŜƴƛǳ 

ŘƛŀǎǘŜǊŜƻƳŞǊƻǾΣ ǇǊŜǘƻ ǎŀ ƴŀǎƭŜŘǳƧǵŎŜ ƳŜǊŀƴƛŀ ǎǵǎǘǊŜŘƛƭƛ ƴŀ ƻǾǇƭȅǾƴŜƴƛŜ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ 

ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴmi.  

5.3.2 Vplyv cyklodextrƝnu 

tǊǾŞ ƳŜǊŀƴƛŀ ōƻƭƛ ȊŀƳŜǊŀƴŞ ƴŀ ǾȇōŜǊ őƻ ƴŀƧǾƘƻŘƴŜƧǑƛŜƘƻ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴǳΦ .ƻƭƛ 

ǇƻǳȌƛǘŞ ǾƛŀŎŜǊŞ ŘǊǳƘȅ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴƻǾ o ǊƾȊƴŜƧ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƛΥ мл Ƴa ʰ-cyklodextrƝn, 2,2 

Ƴa ʲ-cyklodextrƝn, 10 Ƴa  ʴ-cyklodextrƝn, 10 mM 2-hydroxypropyl- -ɹcyklodextrƝn, 10 

mM 2,6-di-O-metyl- -̡cyklodextrƝn. ½łƪƭŀŘƴȇ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘ ōƻl řŀƭŜƧ zƭƻȌŜƴȇ zo 100 mM 

ōƻǊłǘǳ s pH 9,0 s 10% (v/v) MeOH. 
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tǊƛ ǇƻǳȌƛǘƝ -hŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴǳ ŀ -ɹcyklodextrƝnǳ ƴŜŘƻǑƭƻ ƪ ȌƛŀŘƴŜƧ ǎŜǇŀǊłŎƛƛΣ ƳƛƎǊŀőƴȇ 

őŀǎ ōƻƭ ǇƻǊƻǾƴŀǘŜƯƴȇ ǎ őŀǎƻƳ ōŜȊ ǇƻǳȌƛǘƛŀ /5 όмлл Ƴa ōƻǊłǘΣ мл҈ aŜhIΣ ǇI фΣлύΦ ½ŀ 

ǎŜǇŀǊŀőƴȇŎƘ ǇƻŘƳƛŜƴƻƪ ǎ 2,6-di-O-metyl- -̡cyklodextrƝƴƻƳ ǘƛŜȌ ƳƛƎǊƻǾŀƭƛ L{. ! a ISB B 

v ƧŜŘƴŜƧ ȊƽƴŜΣ Řƻōŀ ŀƴŀƭȇȊȅ ǎŀ ǎƪǊłǘƛƭŀΦ Yǳ ǎƪǊłǘŜƴƛǳ ŀƴŀƭȇȊȅ ŘƻǑƭƻ ŀƧ za podmienok s 2-

hydroxypropyl- -ɹcyklodextrƝnƻƳΣ ǘǳ ǾǑŀƪ ŘƻǑƭo k őƛŀǎǘƻőƴŜƧ ǎŜǇŀǊłŎƛƛ ƳŜŘȊƛ 

iǎƻǎƛƭȅōƝƴƻƳ ! a B (Rs=0,71). 

½ŀ ŘŀƴȇŎƘ ǇƻŘƳienoƪ ŘƻǑƭƻ len k őiastoőƴej separłcii v ǎȅǎǘŞƳe obsahujǵcom 2,2 

mmol/l natƝvneƘƻ ʲ-CD. U vŅǘǑƛƴȅ elektrolytov obsahujǵcich ~ 10 mM rƾznych CD 

migrovali oba diastereomŞry v jednej Ȋƽƴe. Aƪƻ ŀƴŀƭȅȊƻǾŀƴȇ ǊƻȊǘƻƪ ōoƭŀ ǇƻǳȌƛǘł zmes 

IsosilybƝnu B a A v pomere 3:1 o celkovej koncentrłcii мсл ˃ƎκƳƭΦ bŀ ȊłƪƭŀŘe tohto 

merania ƳƻȌƴƻ usudzovaǙΣ ȌŜ ƛsosilybƝn B migruje asi ako prvȇ v porŀŘƝ όwǎ Ґ лΣрпύ 

a s natƝvnyƳ ʲ-CD tvorƝ Ƴenej stabilnȇ komplex ako isosilybƝn A. 

 

hōǊłȊƻƪ őΦ 4: ElektrƻŦŜǊƻƎǊŀƳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ diastereomŞrov isosilyōƝƴǳΦ ½ƭƻȌŜƴƛŜ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳΥ 

100 Ƴa ōƻǊłǘΣ 10 mM gama-cykloŘŜȄǘǊƝƴ, 10% MeOH, pH 9,0 όǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ LLύΦ 6ŀƭǑƛŜ 

ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜƴƪȅ Ǿƛř ƪŀǇƛǘƻƭŀ пΦпΦ DŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘΥ 28 ˃ !Φ ISB ς iǎƻǎƛƭȅōƝƴΣ 9hC ςŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪȇ 

tok 

 

 

5.3.2.1 -̡cyklodextrƝn 

±ȅǎƪǵǑŀƴŞ ōƻƭƛ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ ̡ -cyklodextrƝnu 0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 

2,2 mM, 2,5 mM, 3,0 mM, 10 mM a 15 mM. bŀƧƭŜǇǑie rozlƝǑenie bolo dosƛŀƘƴǳǘŞ v 

elektrolyte s ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƻǳ -̡ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴǳ мΣр mM. hŘ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ лΣр mM po 1,5 

Ƴa ʲ-cyklodextǊƝƴǳ ǎŀ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜ ƳŜŘȊƛ ǇƝƪƳƛ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴǳ ! a . ȊǾȅǑƻǾŀƭƻΣ ƻŘ 

ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ мΣр mM po 2,5 Ƴa ȊƴƛȌƻǾŀƭƻ ŀ ƻŘ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ 3,0 Ƴa ʲ-ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴǳ 

isosilybƝƴ ! a iǎƻǎƛƭȅōƝƴ B migrovali v ƧŜŘƴŜƧ ȊƽƴŜΦ tǊƛ paralelnom ƳŜǊŀƴƝ ǎƛƭȅōƝƴu bol na 
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ŜƭŜƪǘǊƻŦŜǊƻƎǊŀƳŜ ǇƻȊƻǊƻǾŀƴȇ ƧŜŘŜƴ ǎȅƳŜǘǊƛŎƪȇ ǇƝƪ bez ohƯŀdu na koncetrłciu ̡ -CD 

v ȊłƪƭŀŘƴom elektrolyte; oba diastereomŞry ǎƛƭȅōƝƴu migrovali ǾȌŘȅ ǎǇƻƭƻőƴŜΦ  

 

¢ŀōǳƯƪŀ őΦ нΦ ±ǇƭȅǾ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ -̡CD ƴŀ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ŘƛŀǎǘŜǊŜƻƳŞǊƻǾ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴǳΦ ½łƪƭŀŘƴȇ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘ 

ǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ LL řŀƭŜƧ ƻōǎŀƘƻǾŀƭ млл Ƴa ōƻǊłǘ ƻ ǇI фΦл ŀ мл҈ όǾκǾύ aŜhIΦ ¢ŀōŜƭƻǾŀƴŞ ƘƻŘƴƻǘȅ 

ǎǵ ǇǊƛŜƳŜǊƻƳ Ȋ о ƳŜǊŀƴƝ όǾȇƴƛƳƪŀ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŀ мΣл mM ̡ -CD ς priemer z н ƳŜǊŀƴƝύ. ҡe ς ŜŦŜƪǘƝǾƴŀ 

ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙΣ ҡa ς ȊŘŀƴƭƛǾł ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙΣ ҡEOF ς ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙ ŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪŞƘƻ ǘƻƪǳΣ wǎ ς ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜΣ b ς 

ǵőƛƴƴƻǎǙ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ǾȅƧŀŘǊŜƴł ŀƪƻ ǇƻőŜǘ ǘŜƻǊŜǘƛŎƪȇŎƘ ǇƻǎŎƘƻŘƝ 

β-CD  
µa 

(m2/Vs) 
µEOF 

(m2/Vs) 
µe 

(m2/Vs) 
N Rs 

0,5 mM 
ISB B 2,76.10-8 

7,94.10-8 
-1,18.10-8 83977 

0,49 
ISB A 2,74.10-8 -1,20.10-8 402008 

1,0 mM 
ISB B 2,93.10-8 

4,03.10-8 
-1,10.10-8 87513 

0,63 
ISB A 2,94.10-8 -1,08.10-8 265471 

1,5 mM 
ISB B 3,04.10-8 

4,07.10-8 
-1,03.10-8 84502 

0,60 
ISB A 3,02.10-8 -1,05.10-8 245871 

2,0 mM 
ISB B 3,08.10-8 

4,07.10-8 
-9,91.10-9 95297 

0,58 
ISB A 3,06.10-8 -1,01.10-8 255019 

2,2 mM 
ISB B 3,24.10-8 

4,23.10-8 
-9,96.10-9 91924 

0,55 
ISB A 3,22.10-8 -1,01.10-8 320653 

2,5 mM 
ISB B 3,32.10-8 

4,30.10-8 
-9,98.10-9 91802 

0,52 
ISB A 3,30.10-8 -9,94.10-9 414005 

3,0 mM 
ISB B 3,42.10-8 

4,36.10-8 
-9,44.10-9 91780 

0,44 
ISB A 3,41.10-8 -9,58.10-9 648823 

10 mM 
ISB B 

2,61.10-8 3,48.10-8 -8,70.10-9 66470 - 
ISB A 

15 mM 
ISB B 

2,63.10-8 3,45.10-8 -8,22.10-9 79236 - 
ISB A 
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hōǊłȊƻƪ őΦ5: ElektrƻŦŜǊƻƎǊŀƳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ diastereomŞrov iǎƻǎƛƭȅōƝƴǳΦ ½ƭƻȌŜƴƛŜ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳΥ 

100 Ƴa ōƻǊłǘΣ мΣл Ƴa ōŜǘŀ-cyklodextrƝn, 10% MeOH, pH 9,0 όǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ LLύΦ 6ŀƭǑƛŜ 

ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜƴƪȅ Ǿƛř kapitola 4ΦпΦ DŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘΥ нс ˃ !Φ ISB A ς ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ !Σ L{. . ς iǎƻǎƛƭȅōƝƴ .Σ 

EOF ςŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪȇ ǘƻƪ 

 

 

5.3.2.2 2-hydroxypropyl- -̡cyklodextrƝn 

!ƪƻ řŀƭǑƝ ōƻƭ ǾȅǎƪǵǑŀƴȇ н-hydroxypropyl- -̡cyklodextrƝn. PriprŀǾŜƴŞ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘȅ 

mali ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ 2-hydroxypropyl- -̡ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝnu 0,5 mM, 1,0 mM, 1,5 mM, 2,0 mM, 

2,5 mM, 3,0 mM a 5,0 ƳaΦ bŀƧƭŜǇǑƝ ǾȇǎƭŜŘƻƪ byl doǎƛŀƘƴǳǘȇ v elektrolyte 

s ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƻǳ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴǳ м mM. Podobne ako v ǇǊŜŘŎƘłŘȊŀƧǵŎƻƳ ǇǊƝǇŀŘŜ ŘƻǑƭƻ 

k ȊǾȅǑƻǾŀƴƛǳ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŀ ƳŜŘȊƛ iǎƻǎƛƭȅōƝƴƻƳ ! a . Ǉƻ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛǳ м Ƴa ŀ ƴłǎƭŜŘƴŞ 

ȊƴƛȌƻǾŀƴƛŜΦ tǊƛ koƴŎŜƴǘǊłŎƛƛ оΣл a  5,0 mM 2-hydroxypropyl- -̡cyklodextrƝƴǳ ǳȌ ōƻƭ 

prakticky pozorovanȇ ƭŜƴ ƧŜŘŜƴ ƴŜǎȅƳŜǘǊƛŎƪȇ ǇƝƪ ŀ iǎƻǎƛƭȅōƝƴ ! a B migrovali v jednej 

ȊƽƴŜΦ Aj v tomto separaőƴoƳ ǎȅǎǘŞƳe migroval najprv isosilybƝn B, ktoǊȇ ōol 

nasledovanȇ ǇƝƪom isosilybƝnu A. YŜřȌŜ ƴŜŘƻǑƭƻ ƪ rozdeleniu ƴŀ ȊłƪƭŀŘƴǵ lƝƴƛǳ, ƳƻȌƴƻ 

tieǘƻ ǾȇǎƭŜŘƪȅ ǇƻǾŀȌƻǾŀǙ za sƯǳōƴŞ ǇǊe řŀƭǑƝ ǾȇǾƻƧ ƳŜǘƽdy. Aj v prƝǇŀŘe tohto 

cyklodextrƝnu ƳƻȌƴƻ konǑtatovaǙΣ ȌŜ L{. . ǘǾƻrƝ Ƴenej stabilnȇ komplex a tȇƳ ǇłŘom 

migruje ako prvȇ v porŀŘƝΦ Tu je ale nutƴŞ ǘŀƪǘƛŜȌ konǑtatovaǙΣ ȌŜ ǊƻȊŘiely v konǑtante 

stability tȇchto prŜŎƘƻŘƴȇŎƘ ƪƻƳǇƭŜȄov medzi izomŞrmi isosilybƝnu a ̡ -/5 őƛ It- -̡CD 

budǵ len nepatrnŞ.  
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¢ŀōǳƯƪŀ őΦ оΦ ±ǇƭȅǾ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ 2-HP- -̡CD ƴŀ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ŘƛŀǎǘŜǊŜƻƳŞǊƻǾ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴǳΦ ½łƪƭŀŘƴȇ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅt 

ǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ LL řŀƭŜƧ ƻōǎŀƘƻǾŀƭ млл Ƴa ōƻǊłǘ ƻ ǇI фΦл ŀ мл҈ όǾκǾύ aŜhIΦ ¢ŀōŜƭƻǾŀƴŞ ƘƻŘƴƻǘȅ 

ǎǵ ǇǊƛŜƳŜǊƻƳ Ȋ о ƳŜǊŀƴƝΦ ҡe ς ŜŦŜƪǘƝǾƴŀ ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙΣ ҡa ς ȊŘŀƴƭƛǾł ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙΣ ҡEOF ς ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙ 

ŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪŞƘƻ ǘƻƪǳΣ wǎ ς ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜΣ b ς ǵőƛƴƴƻǎǙ separłcie vyjaŘǊŜƴł ŀƪƻ ǇƻőŜǘ ǘŜƻǊŜǘƛŎƪȇŎƘ 

ǇƻǎŎƘƻŘƝ 

2-HP-β-
CD 

 
µa 

(m2/Vs) 
µEOF 

(m2/Vs) 
µe 

(m2/Vs) 
N Rs 

0,5 mM 
ISB B 3,35.10-8 

4.52.10-8 
-1,17.10-8 123958 

0,78 
ISB A 3,32.10-8 -1,19.10-8 239095 

1,0 mM 
ISB B 3,45.10-8 

4,47.10-8 
-1,02.10-8 171490 

0,86 
ISB A 3,42.10-8 -1,05.10-8 284603 

1,5 mM 
ISB B 3,46.10-8 

4,37.10-8 
-9,15.10-9 177615 

0,80 
ISB A 3,44.10-8 -9,36.10-9 293417 

2,0 mM 
ISB B 3,46.10-8 

4,34.10-8 
-8,88.10-9 163581 

0,63 
ISB A 3,44.10-8 -9,06.10-9 370110 

2,5 mM 
ISB B 3,52.10-8 

4,39.10-8 
-8,70.10-9 158114 

0,56 
ISB A 3,51.10-8 -8,86.10-9 460629 

3,0 mM 
ISB B 3,54.10-8 

4,39.10-8 
-8,54.10-9 158438 

0,43 
ISB A 3,53.10-8 -8,66.10-9 739673 

5,0 mM 
ISB B 

3,53.10-8 4,34.10-8 -8,18.10-9 
123465 

- 
ISB A - 
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hōǊłȊƻƪ őΦ 6: ElektroferoƎǊŀƳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴǳΦ ½ƭƻȌŜƴƛŜ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ 

elektrolytu: 100 Ƴa ōƻǊłǘΣ мƳa н-hydroxypropyl-beta-cyklodextrƝn, 10% MeOH, pH 9,0 

όǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ LLύΦ 6ŀƭǑƛŜ ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜƴƪȅ Ǿƛř kapitola 4ΦпΦ DŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘΥ нф 

˃!Φ ISB A ς ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ !Σ L{. . ς iǎƻǎƛƭȅōƝƴ . 

 

 

5.4 /ȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴom ƳƻŘƛŦƛƪƻǾŀƴł a9Y/ ό/5-MEKC) 

Z ǇǊŜŘŎƘłŘȊŀƧǵŎƛŎƘ ǾȇǎƭŜŘƪƻǾ ƧŜ ȊǊŜƧƳŞΣ ȌŜ ǇƻǳȌƛǘƝƳ ƳƛŎŜƭ ό{5{ύ ǾƛŜƳŜ ƻǾǇƭȅǾƴƛǙ 

ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ǎƛƭȅōƝƴu A a B a poƳƻŎƻǳ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴƻǾ ǎƳŜ ǎŎƘƻǇƴƝ őƛŀǎǘƻőƴŜ rozsŜǇŀǊƻǾŀǙ 

iǎƻǎƛƭȅōƝƴ ! a .Φ ±ȇǾƻƧ ƳŜǘƽŘȅ řŀƭŜƧ ǇƻƪǊŀőƻǾŀƭ ǎǇƻƧŜƴƝƳ ǘȇŎƘǘƻ ŘǾƻŎƘ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘƻǾ 

a ǾȅǘǾƻǊŜƴƝƳ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴƻƳ ƳƻŘƛŦƛƪƻǾŀƴŜƧ ƳƛŎŜƭłǊƴŜƧ ŜƭŜƪǘǊƻƪƛƴŜǘƛŎƪŜƧ 

chromatografie. wƻȊƭƝǑŜƴƛŜ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴǳ ! a . ōƻƭƻ ƭŜǇǑƛŜ ǇƻǳȌƛǘƝƳ 2-hydroxypropyl- -̡

cyklodextǊƝnu v ǇƻǊƻǾƴŀƴƝ ǎ ̡ -ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴƻƳ (¢ŀōǳƯƪŀ őΦ н ŀ őΦ о), preto sa v řŀƭǑƻƳ 

ƳŜǊŀƴƝ ǇƻƪǊŀőƻǾŀƭƻ ǎ ƴƝƳΦ 

5.4.1  hǇǘƛƳŀƭƛȊłŎƛŀ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ SB a ISB v BGE s SDS a HP- -̡CD 

±ȅǘǾƻǊŜƴƛŜ ǎȅǎǘŞƳǳ ǎƻ ǇǎŜǳŘƻǎǘŀŎƛƻƴłǊƴƻǳ ŦłȊƻǳ ǘǾƻǊŜƴƻǳ ƳƛŎŜƭŀƳƛ 

a ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴƳƛ ǳƳƻȌƶǳƧŜ ȊƭŜǇǑŜƴƛŜ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ŘƛŀǎǘŜǊŜƻƳŞǊƻǾΦ ~ǘŀƴŘŀǊŘȅ ōƻƭƛ 

ƳŜǊŀƴŞ ǎ elektrolytmi όмлл Ƴa ōƻǊłǘΣ ǇI фΦлΣ мл҈ aŜhIύ ǎƻ ǎǘłƭƻǳ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƻǳ 

SDS 140 mM a Ǒƪłƭƻǳ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƝ 2-hydroxypropyl- -̡ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴǳΥ мΣр mM, 2,0 mM, 

2,5 mM, 3,0 mM, 5,0 mM, 7,0 mM a 10,0 mM. Elektrolyt bol pripravenȇ postupom 

MEKC I. 
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¢ŀōǳƯƪŀ őΦ пΥ ±ǇƭȅǾ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŜ н-HP- -̡CD ƴŀ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ŘƛŀǎǘŜǊŜƻƳŞǊƻǾ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴǳΦ ½łƪƭŀŘƴȇ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘ 

ǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ L řŀƭŜƧ ƻōǎŀƘƻǾŀƭ млл Ƴa ōƻǊłǘ ƻ pH 9.0, 140 mM SDS a 10% (v/v) MeOH. 

¢ŀōŜƭƻǾŀƴŞ ƘƻŘƴƻǘȅ ǎǵ ǇǊƛemerom z н ƳŜǊŀƴƝΦ ҡa ς ȊŘŀƴƭƛǾł ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙΣ ҡEOF ς ǇƻƘȅōƭƛǾƻǎǙ 

ŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪŞƘƻ ǘƻƪǳΣ wǎ ς ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜΣ b ς ǵőƛƴƴƻǎǙ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ǾȅƧŀŘǊŜƴł ŀƪƻ ǇƻőŜǘ ǘŜƻǊŜǘƛŎƪȇŎƘ 

ǇƻǎŎƘƻŘƝ 

2-HP-β-
CD 

 
µa 

(m2/Vs) 
µEOF 

(m2/Vs) 
µe 

(m2/Vs) 
N Rs 

1,5 mM 
ISB B 1,69.10-8 

4,06.10-8 
-2,37.10-8 73875 

0,61 
ISB A 1,68.10-8 -2,38.10-8 167685 

2,0 mM 
ISB B 1,71.10-8 

4,12.10-8 
-2,41.10-8 110884 

0,77 
ISB A 1,69.10-8 -2,43.10-8 138902 

2,5 mM 
ISB B 1,72.10-8  

4,07.10-8 
-2,34.10-8 136577 

0,87 
ISB A 1,71.10-8 -2,36.10-8 117356 

3,0 mM 
ISB B 1,73.10-8 

4,11.10-8 
-2,39.10-8 136134 

1,05 
ISB A 1,71.10-8 -2,41.10-8 136728 

5,0 mM 
ISB B 179.10-8 

4,02.10-8 
-2,23.10-8 158193 

1,40 
ISB A 1,77.10-8 -2,25.10-8 145419 

7,0 mM 
ISB B 1,90.10-8 

3,80.10-8 
-1,90.10-8 131298 

1,15 
ISB A 1,88.10-8 -1,92.10-8 137397 

10,0 mM 
ISB B 1,93.10-8 

3,76.10-8 
-1,84.10-8 169953 

1,55 
ISB A 1,90.10-8 -1,87.10-8 160697 

 

IƻŘƴƻǘȅ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŀ ƳŜŘȊƛ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴƻƳ ! ŀ . ǎŀ ȊǾȅǑƻǾŀƭƛ ǎƻ ǾȊǊŀǎǘŀƧǵŎƻǳ 

ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƻǳ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴǳ ŀȌ Ǉƻ р mM CD v ǎȅǎǘŞƳŜ ǎƻ ǎǘłƭƻǳ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƻǳ {5{Φ tǊƛ 

řŀƭǑƻƳ ȊǾȅǑƻǾŀƴƝ ƻōǎŀƘǳ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴǳ ŘƻǑƭƻ ƪ ȊƘƻǊǑŜƴƛǳ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŀ ƳŜŘȊƛ 

ŘƛŀǎǘŜǊŜƻƳŞǊƳƛΦ tǊƛ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƛ мл mM 2-hydroxypropyl- -̡ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴǳ ŘƻǑƭƻ 

k ƻǇŅǘƻǾƴŞƳǳ ȊƭŜǇǑŜƴƛǳ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŀΣ ƪǘƻǊŞ ōƻƭƻ ǇƻǊƻǾƴŀǘŜƯƴŞ ǎƻ ǎȅǎǘŞƳƻƳ ǎ 5 mM 

cyklƻŘŜȄǘǊƝƴƻƳ. 

Ako naƧǵǎǇŜǑƴŜƧǑƝ ōƻƭ ǾȅƘƻŘƴƻǘŜƴȇ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘ ǎ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƻǳ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴǳ 5,0 

mM. tƻ ǇǊŜƳŜǊŀƴƝ ǾǑŜǘƪȇŎƘ ǑǘŀƴŘŀǊŘƻǾ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ ōƻƭƻ ƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻŦŜǊƻƎǊŀƳŜ 

ǇƻȊƻǊƻǾŀƴȇŎƘ ǎŜŘŜƳ ǇƝƪƻǾΦ tƝƪȅ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴǳ ! a . ōƻƭƛ ǊƻȊŘŜƭŜƴŞ ǘŀƪƳŜǊ Ǉƻ ȊłƪƭŀŘƴǵ 

lƝƴƛu. V ǇƻǊƻǾƴŀƴƝ ǎƻ ǎȅǎǘŞƳƻm bez ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴǳ ǎŀ Řƻōŀ ƳŜǊŀƴƛŀ takmer nezmenila. 

hǇǊƻǘƛ ǎȅǎǘŞƳǳ ȊŀƭƻȌŜƴƻƳ ƭŜƴ ƴŀ a9Y/ ǎŀ ȊƳŜƴƛƭƻ ǇƻǊŀŘƛŜ ƳƛƎǊłŎƛŜ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ 

flavonolignanov: ǎƛƭȅōƝƴ A, ǎƛƭȅōƝƴ .Σ ǎƛƭȅŎƘǊƛǎǘƝƴΣ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ .Σ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ A, sƛƭȅŘƛŀƴƝƴ 

a tŀȄƛŦƻƭƝƴΦ 
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hōǊłȊƻƪ őΦ 7: ElektrƻŦŜǊƻƎǊŀƳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ ǎƛƭȅōƝƴu a isosƛƭȅōƝƴǳΦ ½ƭƻȌŜƴƛŜ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ 

elektrolytu: 100 Ƴa ōƻǊłǘΣ мпл mM SDS, 5 mM 2-hydroxypropyl-beta-cykloŘŜȄǘǊƝƴ, 10% MeOH, pH 9,0 

όǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ LLύΦ 6ŀƭǑƛŜ ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜƴƪȅ Ǿƛř ƪŀǇƛǘƻƭŀ пΦпΦ DŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘΥ ур ˃!Φ SB A ς 

ǎƛƭȅōƝƴ A, SB B ς ǎƛƭȅōƝƴ B, ISB A ς ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ !Σ L{. . ς iǎƻǎƛƭȅōƝƴ . 

 

 

5.5 VplyǾ ƻǊƎŀƴƛŎƪŞƘƻ ƳƻŘƛŦƛƪłǘƻru na CD-a9Y/ ǎŜǇŀǊłŎiu 

hǊƎŀƴƛŎƪŞ ƳƻŘƛŦƛƪłǘƻǊȅ Ǿ elektrolyte ȊǾȅǑǳƧǵ ǊƻȊǇǳǎǘƴƻǎǙ ŀƴŀƭȅǘǳΣ ȊƴƛȌǳƧǵ 

ŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪȇ ǘƻƪ ŀ ƻǾǇƭȅǾƶǳƧǵ ƪǾŀƭƛǘǳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ŀƴŀƭȅȊƻǾŀƴȇŎƘ ƭłǘƻƪ. Doteraz bol 

v ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘƻŎƘ ǇƻǳȌƝǾŀƴȇ ŀƪƻ ƻǊƎŀƴƛŎƪȇ ƳƻŘƛŦƛƪłǘƻǊ metanol, tieȌ ǇƻǳȌƝǾŀƴȇ ǇǊƛ 

ǇǊƝǇǊŀǾŜ ǾȊƻǊƛŜƪΦ ±ȇǾƻƧ ƳŜǘƽŘȅ ǇƻƪǊŀőƻǾŀƭ ƘƯŀŘŀƴƝƳ ƴŀƧƭŜǇǑƛŜƘƻ ƻǊƎŀƴƛŎƪŞƘƻ 

ƳƻŘƛŦƛƪłǘƻǊǳ ǇǊŜ ǎȅǎǘŞƳ ǎƻ млл Ƴa ōƻǊłǘƻƳΣ мпл mM SDS, 5 mM 2-HP- -̡CD a pH 9. 

PǊƛǇǊŀǾŜƴŞ ōƻƭƛ ŜƭŜƪǘǊolyty s ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛƻǳ мл҈ (v/v) ƻǊƎŀƴƛŎƪŜƧ ȊƭƻȌƪȅ ŀƭŜōƻ ōŜȊ ƴŜƧΦ 

±ǇƭȅǾ ƻǊƎŀƴƛŎƪŞƘƻ ƳƻŘƛŦƛƪłǘƻǊǳ ōƻƭ ǎƭŜŘƻǾŀƴȇ ƴŀ ȊƳŜǎƛ ǑǘŀƴŘŀǊŘƻǾ ǾǑŜǘƪȇŎƘ 

flavonolignanov.5ƻōŀ ŀƴŀƭȇȊȅ ōƻƭŀ ǇƻǊƻǾƴłǾŀƴł ǎ ƳŜǊŀƴƛŀƳƛ Ȋŀ ǇƻǳȌƛǘƛŀ ƳŜǘŀƴolu. 
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5.5.1  .ŜȊ hǊƎŀƴƛŎƪŞƘƻ ƳƻŘƛŦƛƪłǘƻǊǳ 

Na eƭŜƪǘǊƻŦŜǊƻƎǊŀƳŜ ōƻƭƻ ǇƻȊƻǊƻǾŀǘŜƯƴȇŎƘ ǎŜŘŜƳ ǇƝƪƻǾΦ bŜōƻƭƻ ŘƻǎƛŀƘƴǳǘŞ 

ǵǇƭƴŞ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜ ƳŜŘȊƛ ǇƝƪƳƛ ŘƛŀǎǘŜǊŜƻƳŞǊƻǾΦ wƻȊƭƝǑŜƴƛŜ ƳŜŘȊƛ ǎƛƭȅōƝƴom A a ǎƛƭȅōƝƴom 

B bolo 0,88 a medzi iǎƻǎƛƭȅōƝƴom B a isosilyōƝƴom A bolo 0,66. GŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘ Ǉƻőŀǎ 

ŀƴŀƭȇȊȅ ōƻƭ мнл ҡA. 5ƻōŀ ŀƴŀƭȇȊȅ ǎŀ ǎƪǊłǘƛƭŀ v ǇƻǊƻǾƴŀƴƝ ǎ ǇƻǳȌƛǘƝƳ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ 

s metanolom z 8,5 minǵt ƴŀ ǇǊƛōƭƛȌƴŜ рΣр Ƴƛƴǵǘȅ.  

 

hōǊłȊƻƪ őΦ 8: ElektrƻŦŜǊƻƎǊŀƳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ŦƭŀǾƻƴolignanov sƛƭȅƳŀǊƝƴǳΦ ½ƭƻȌŜƴƛŜ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳΥ 

100 Ƴa ōƻǊłǘΣ мпл mM SDS, 5 mM 2-hydroxypropyl-beta-cykloŘŜȄǘǊƝƴ, pH 9,0 όǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ I). 

6ŀƭǑƛŜ ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜƴƪȅ Ǿƛř kapitola 4ΦпΦ DŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘΥ мнл ˃ !Φ SB A ς ǎƛƭȅōƝƴ A, SB B ς ǎƛƭȅōƝƴ B, 

SCH ς silycƘǊƛǎǘƝƴΣ {5 - sƛƭȅŘƛŀƴƝƴ, ISB A ς ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ !Σ L{. . ς iǎƻǎƛƭȅōƝƴ ., TX ς taxifolƝƴ 
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5.5.2  Acetonitril 

Elektroferogram obsahoval ǇŅǙ ǇƝƪov. SƛƭȅōƝƴ A a B migrovali v ƧŜŘƴŜƧ ȊƽƴŜΦ 

RƻǾƴŀƪƻ ƴŜŘƻǑƭƻ ŀƴƛ ƪ ǎŜǇŀǊłcii iǎƻǎƛƭȅōƝƴǳ ! a BΣ ƪǘƻǊŞ ǘƛŜȌ ƳƛƎǊƻǾŀƭƛ Ǿ ƧŜŘƴŜƧ ȊƽƴŜΦ 

5ƻōŀ ŀƴŀƭȇȊȅ ǎŀ ƴŜȊƳŜƴƛƭŀ ŀ ǇǊŜŘǎǘŀǾƻǾŀƭŀ ǇǊƛōƭƛȌƴŜ у ƳƛƴǵǘΦ tƻőŀǎ ŀƴŀƭȇȊy bol 

ƎŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘ мпл ҡA. 

 

hōǊłȊƻƪ őΦ9: ElektroferoƎǊŀƳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴǳΦ ½ƭƻȌŜƴƛŜ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳΥ 

100 Ƴa ōƻǊłǘΣ мпл mM SDS, 5 mM 2-hydroxypropyl-beta-cykloŘŜȄǘǊƝƴ, 10% acetonitril, pH 9,0 

όǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ LύΦ 6ŀƭǑƛŜ ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜƴƪȅ Ǿƛř kapitola 4ΦпΦ DŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘΥ мпл ˃!Φ SB ς 

ǎƛƭȅōƝƴ, SCH ς ǎƛƭȅŎƘǊƛǎǘƝƴΣ {5 - sƛƭȅŘƛŀƴƝƴ, ISB ς iǎƻǎƛƭȅōƝƴ, TX - tŀȄƛŦƻƭƝƴ 
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5.5.3  Etanol 

.ƻƭƻ ǇƻȊƻǊƻǾŀƴȇŎƘ sedem ǇƝƪƻǾΦ wƻȊƭƝǑŜƴƛŜ ƳŜŘȊƛ sƛƭȅōƝƴom A a B bolo 0,74. 

bŜŘƻǑƭƻ ani k rozdeleniu iǎƻǎƛƭȅōƝƴǳ ! a . ŀȌ Ǉƻ ȊłƪƭŀŘƴǵ ƭƝƴƛǳΦ wƻȊƭƝǑŜƴƛŜ ƳŜŘȊƛ ƴƛƳƛ 

dosiahlo hodnoty 1,2. 5ƻōŀ ŀƴŀƭȇȊȅ ǎŀ ǇǊŜŘƮȌƛƭŀ ƴŀ ммΣр ƳƛƴǵǘȅΦ tǊǵŘ ƎŜƴŜǊƻǾŀƴȇ Ǉƻ 

Řƻōǳ ŀƴŀƭȇȊȅ ōƻƭ ммл ҡA. 

 

hōǊłȊƻƪ őΦ 10: ElektroferoƎǊŀƳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴǳΦ ½ƭƻȌŜƴƛŜ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳΥ 

100 Ƴa ōƻǊłǘΣ мпл mM SDS, 5 mM 2-hydroxypropyl-beta-cykloŘŜȄǘǊƝƴ, 10% etanol, pH 9,0 όǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ 

pƻǎǘǳǇƻƳ LύΦ 6ŀƭǑƛŜ ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜƴƪȅ Ǿƛř kapitola 4ΦпΦ DŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘΥ ммл ˃!Φ SB A ς ǎƛƭȅōƝƴ !Σ {. 

B ς ǎƛƭȅōƝƴ .Σ {/I ς ǎƛƭȅŎƘǊƛǎǘƝƴΣ {5 - ǎƛƭȅŘƛŀƴƝƴΣ L{. ! ς ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ !Σ L{. . ς ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ .Σ ¢· - tŀȄƛŦƻƭƝƴ 
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5.5.4  Isopropanol 

.ƻƭƻ ǇƻȊƻǊƻǾŀƴȇŎƘ pŅǙ ǇƝƪƻǾΦ {ƛƭȅōƝƴ ! a B migrovali v podstate v ƧŜŘƴŜƧ ȊƽƴŜ (Rs = 

0,46)Φ bŜŘƻǑƭƻ ƪ rozdeleniu iǎƻǎƛƭȅōƝƴǳ ! a . ŀȌ Ǉƻ ȊłƪƭŀŘƴǵ ƭƝƴƛǳ (Rs = 1,13). SilychristƝn 

a silydianƝn migrovali spolu v jednej Ȋƽƴe. 5ƻōŀ ŀƴŀƭȇȊȅ ǎŀ ȊƴŀőƴŜ ǇǊŜŘƮȌƛƭŀ na 12,6 

ƳƛƴǵǘȅΦ DŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘ ōƻƭ мнл ҡA. 

 

hōǊłȊƻƪ őΦм1: ElektroferoƎǊŀƳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴǳΦ ½ƭƻȌŜƴƛŜ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳΥ 

100 Ƴa ōƻǊłǘΣ мпл mM SDS, 5 mM 2-hydroxypropyl-beta-cykloŘŜȄǘǊƝƴ, 10% isopropanol, pH 9,0 

όǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ LύΦ 6ŀƭǑƛŜ ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜƴƪȅ Ǿƛř kapitola 4ΦпΦ DŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘΥ мнл ˃!Φ SB ς 

sƛƭȅōƝƴ, SCH ς ǎƛƭȅŎƘǊƛǎǘƝƴΣ {5 - sƛƭȅŘƛŀƴƝƴ, ISB ς iǎƻǎƛƭȅōƝƴ, TX ς tŀȄƛŦƻƭƝƴ 
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5.5.5  Metanol 

 tƻǳȌƛǘƝƳ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ ǎ ƳŜǘŀƴƻƭƻƳ ŀƪƻ ƻǊƎŀƴƛŎƪƻǳ ȊƭƻȌƪƻǳ ōƻƭƻ ǇƻȊƻǊƻǾŀƴȇŎƘ т 

ǇƝƪƻǾΣ ŀƴŀƭȇȊŀ ǘǊǾŀƭŀ ǇǊƛōƭƛȌƴŜ уΣр ƳƛƴǵǘȅΦ wƻȊƭƝǑŜƴƛŜ ƳŜŘȊƛ ǎƛƭȅōƝƴƻƳ ! a ǎƛƭȅōƝƴƻƳ . 

bolo 1,33 a medzi iǎƻǎƛƭȅōƝƴƻƳ ! a B 1,62. DŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘ ōƻƭ фл ҡA. Separace v BGE 

s obsahem 10 % (v/v) MeOH ƧŜ ōƭƛȌƛŜ popƝsanł v kapitole 5.4.1. 

 

hōǊłȊƻƪ őΦм2: ElektroferoƎǊŀƳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴǳΦ ½ƭƻȌŜƴƛŜ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳΥ 

100 Ƴa ōƻǊłǘΣ мпл mM SDS, 5 mM 2-hydroxypropyl-beta-cykloŘŜȄǘǊƝƴ, 10% MeOH, pH 9,0 (pripravenȇ 

postupom LύΦ 6ŀƭǑƛŜ ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜƴƪȅ Ǿƛř kapitola 4ΦпΦ DŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘΥ фл ˃!Φ SB A ς ǎƛƭȅōƝƴ !Σ {. 

B ς ǎƛƭȅōƝƴ .Σ {/I ς ǎƛƭȅŎƘǊƛǎǘƝƴΣ {5 - ǎƛƭȅŘƛŀƴƝƴΣ L{. ! ς ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ !Σ L{. . ς ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ .Σ ¢· ς tŀȄƛŦƻƭƝƴ 

 
 
bŀ ȊłƪƭŀŘŜ ǾȇǎƭŜŘƪƻǾ Ȋ ǇǊŜŘŎƘłŘȊŀƧǵŎƛŎƘ ƳŜǊŀƴƝ ǾȅǇƭȇǾŀΣ ȌŜ ǇǊŜ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴǳ ƧŜ 

ƳŜǘŀƴƻƭ ƴŀƧƻǇǘƛƳłƭƴŜƧǑƝ ƻǊƎŀƴƛŎƪȇ ƳƻŘƛŦƛƪłǘƻǊ Ȋƻ ǎƪǵǑŀƴȇŎƘ ȊƭǵőŜƴƝƴΦ tƻǳȌƛǘƝƳ 

ƳŜǘŀƴƻƭǳ ŘƻŎƘłŘȊŀ ƪ ƴŀƧƭŜǇǑƛŜƳǳ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛǳ ƳŜŘȊƛ ŘƛŀǎǘŜǊŜƻƳŞǊƳƛ oboch 

ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾΦ 5ƻōŀ ŀƴŀƭȇȊȅ ƧŜ ǘƛŜȌ ǇǊƛjŀǘŜƯƴł. 

5.6 Medzidenƴł ǇǊŜǎƴƻǎǙ /5-ƳƻŘƛŦƛƪƻǾŀƴŜƧ a9Y/ ƳŜǘƽŘȅ 

±ȅōǊŀƴȇƳ ǎȅǎǘŞƳƻƳ ȊŀƭƻȌŜƴȇƳ ƴŀ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴƻƳ ƳƻŘƛŦƛƪƻǾŀƴŜƧ ƳƛŎŜƭłǊƴŜƧ 

elektrokinetickej chromatografii s ƳŜǘŀƴƻƭƻƳ ŀƪƻ ƻǊƎŀƴƛŎƪƻǳ ȊƭƻȌƪƻǳ ōƻƭƛ ǇǊŜƳŜǊŀƴŞ 

ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ǑǘŀƴŘŀǊŘȅ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ ŀ ich zmes, aby bolo zisǘŜƴŞ ǇƻǊŀŘƛŜ ƳƛƎǊłŎƛŜ 

a ƛŎƘ ƳƛƎǊŀőƴŞ őŀǎȅΦ tƻǊŀŘƛŜ ƳƛƎǊłŎƛŜ ōƻƭƻ ƴŀǎƭŜŘƻǾƴŞΥ ǎƛƭȅōƝn A, silybƝn B, silychristƝn, 

isosilybƝn B, isosilybƝn A, silydianƝn, taxifolƝƴ όǾƛř ƪŀǇƛǘƻƭŀ рΦпΦмύΦ  

tƻǎǘǳǇƴȇƳ ǇǊŜƳŜǊƛŀǾŀƴƝƳ ȊƳŜǎƛ ǑǘŀƴŘŀǊŘƻǾ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ȊƭƻȌƛŜƪ ǎƛƭȅƳŀǊƝnu 

v őŀǎƻǾƻƳ ƻōŘƻōƝ о ǘȇȌŘƴƻǾ Ȋŀ ǇƻǳȌƛǘƛŀ ȊłƪƭŀŘƴŞƘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ ǎ ǊƻǾƴŀƪȇƳ ȊƭƻȌŜƴƝƳ όр 

mM 2-HP- -̡/5 Σмлл Ƴa ōƻǊłǘ ƻ pH 9.0, 140 mM SDS a 10% (v/v) MeOH), boli 

ǇƻȊƻǊƻǾŀƴŞ zmeny v ǇƻǊŀŘƝ ƳƛƎǊłŎƛŜ ƴƛŜƪǘƻǊȇŎƘ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ όǇǊŜ ǇƻǊƻǾƴŀƴƛŜ 
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odkazujem aj na kapitoly 5.4.1 a рΦрΦрύΦ ¢ƛŜǘƻ ȊƳŜƴȅ ǎǵ ȊŀȊƴŀƳŜƴŀƴŞ Ǿ ¢ŀōǳƯƪŜ őΦ рΣ 

ƪŘŜ ǎǵ Ȋ ǳǾŜŘŜƴȇŎƘ ƳƛƎǊŀőƴȇŎƘ őŀǎƻǾ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ ȊǊŜƧƳŞ ȊƳŜƴȅ Ǿ ƳƛƎǊŀőƴƻƳ 

ǇƻǊŀŘƝΦ  

Z ¢ŀōǳƯƪȅ őΦ 5 ǾȅǇƭȇǾŀΣ ȌŜ ǳȌ нтΦпΦ ŘƻǑƭƻ ƪ ȊƳŜƴŜ ƳƛƎǊŀőƴŞƘƻ ǇƻǊŀŘƛŀ ς SCH 

ƳƛƎǊƻǾŀƭ ǎǇƻƭƻőƴŜ ǎƻ {. ŀ SD ƳƛƎǊƻǾŀƭ ǇǊŜŘ L{.Φ 6ŀƭǑƛŀ ȊƳŜƴŀ ƴŀǎǘŀƭŀ нуΦпΦΣ ƪŜŘȅ {/I 

migroval v ǇƻǊŀŘƝ ŀȌ Ȋŀ L{.Φ пΦ ŀ 5. 5. (1.riadok; n=2) bolo poradie miƎǊłŎƛŜ ŀƴŀƭȅǘƻǾ 

ȊƘƻŘƴŞ ǎ ǇƾǾƻŘƴȇƳ ƳŜǊŀƴƝƳ ό{. !Σ {. .Σ {/IΣ L{. .Σ L{. !Σ {5Σ ¢·ύΦ tƻőŀǎ нΦ ŀƴŀƭȇȊȅ 

5.5. ŘƻǑƭƻ ƪǳ ƪƻƳƛƎǊłŎƛƛ L{. B a {5Φ ммΦрΦ ǎŀ ǇƻǊŀŘƛŜ ƳƛƎǊłŎƛŜ ƻǇŅǙ ȊƘƻŘƻǾŀƭƻ 

s ǇƾǾƻŘƴȇƳ ƳŜǊŀƴƝƳΦ  

 

¢ŀōǳƯƪŀ őΦ р: aƛƎǊŀőƴŞ őŀǎȅ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ Ǿ ǇǊƛŜōŜƘǳ ǘǊƻŎƘ ǘȇȌŘƴƻǾΦ ½łƪƭŀŘƴȇ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘ 

ǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ L ƻōǎŀƘƻǾŀƭ 5 mM 2-HP- -̡CD ,млл Ƴa ōƻǊłǘ ƻ pH 9.0, 140 mM SDS a 10% (v/v) 

MeOH. TabŜƭƻǾŀƴŞ ƘƻŘƴƻǘȅ ǎǵ ǇǊƛŜƳŜǊƻƳ Ȋ 3 ƳŜǊŀƴƝ ό ǾƝƴƛƳƪŀ ƳŜǊŀƴƛŀ рΦрΦ ς priemer z н ƳŜǊŀƴƝύ. EOF 

ς ŜƭŜƪǘǊƻƻǎƳƻǘƛŎƪȇ ǘƻƪΣ {. ! ς ǎƛƭȅōƝƴ !Σ {. . ς ǎƛƭȅōƝƴ .Σ {/I ς ǎƛƭȅŎƘǊƛǎǘƝƴΣ L{. . ς ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ !Σ L{. ! ς 

ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ !Σ {5 ς ǎƛƭȅŘƛŀƴƝƴΣ ¢· ς ǘŀȄƛŦƻƭƝƴΣ L ς ǇǊǵŘ 

Dátum 
Migračný čas (min) 

EOF SB A SB B SCH ISB B ISB A SD TX I (µA) 

24.4. 3,37 6,46 6,50 7,09 7,16 8,06 8,56 11,51 90 

27.4. 2,53 4,78 4,83 4,80 5,82 5,90 5,28 6,54 105 

28.4. 3,03 5,81 5,84 6,72 6,64 6,71 7,29 9,54 110 

4.5. 3,06 5,95 6,01 6,80 6,89 6,96 7,49 9,99 100 

5.5. 3,12 5,69 5,73 6,41 6,53 6,60 7,04 9,16 90 

5.5. 3,01 5,63 5,69 5,85 6,69 6,78 6,69 8,67 90 

11.5. 3,19 5,79 5,85 6,52 6,64 6,70 7,13 9,22 98 

5.7 Prenos do kapƛƭłǊȅ ǎ priemerom 25 ҡƳ a s ōǳōƭƛƴƻǾƻǳ ŘŜǘŜƪőƴƻǳ ŎŜƭƻǳ 

YŀǇƛƭłǊȅ ǎ ōǳōƭƛƴƻǾƻǳ ŘŜǘŜƪőƴƻǳ ŎŜƭƻǳ ǎǵ Ǿ ƪŀǇƛƭłǊƴŜƧ ŜƭŜƪǘǊƻŦƻǊŞȊe őŀǎǘƻ 

ǇƻǳȌƝǾŀƴŞ ƴŀ ŘƻǎƛŀƘƴǳǘƛŜ ǾȅǑǑŜƧ ŎƛǘƭƛǾƻǎǘƛ ŘŜǘŜƪŎƛŜΦ tǊŜƴƻǎƻƳ Řƻ ƪŀǇƛƭłǊȅ ǎ ƳŜƴǑƝƳ 

priemerom a ōǳōƭƛƴƻǾƻǳ ŘŜǘŜƪőƴƻǳ ŎŜƭƻǳ ǎ priemerom 125 ҡƳ ŘƻǑƭƻ ƪ ǇǊŜŘƮȌŜƴƛǳ 

Řƻōȅ ŀƴŀƭȇȊȅ, ǘƛŜȌ ƪ ȊƭŜǇǑŜƴƛǳ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŀ ƳŜŘȊƛ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇƳƛ ǇƝƪƳƛ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ 

a k ȊƳŜƴǑŜƴƛǳ ƎŜƴŜǊƻǾŀƴŞƘƻ ǇǊǵŘǳ όȊƻ млл ҡA na asi 22 ҡA). 

5.7.1  ±ȇōŜǊ ǾƴǵǘƻǊƴŞƘƻ ǑǘŀƴŘŀǊŘǳ 

aŜǘƽŘŀ ǾƴǵǘƻǊƴŞƘƻ ǑǘŀƴŘŀǊŘǳ ǎŀ ǾŜƭƳƛ őŀǎǘƻ ǇƻǳȌƝǾŀ ƴŀ ƪǾŀƴǘƛǘŀǘƝǾƴŜ 

vyhodnocovanie v ǎŜǇŀǊŀőƴȇŎƘ ǘŜŎƘƴƛƪłŎƘΦ ±ƴǵǘƻǊƴȇ ǑǘŀƴŘŀǊŘ ǎŀ ǾȅōŜǊł tak, aby mal 



45 
 

ǇƻŘƻōƴȇ ƳƛƎǊŀőƴȇ őŀǎ ŀƪƻ ŀƴŀƭȅȊƻǾŀƴŞ ƭłǘƪȅ a s ŘŀƴȇƳƛ ƭłǘƪŀƳƛ ƴŜǊŜŀƎƻǾŀƭΦ ±ƴǵǘƻǊƴȇ 

ǑǘŀƴŘŀǊŘ ōȅ ǘƛŜȌ Ƴŀƭ ƳŀǙ ŦȅȊƛƪłƭƴŜ ς ŎƘŜƳƛŎƪŞ Ǿƭŀǎǘƴƻǎǘƛ ǇƻŘƻōƴŞ ŀƴŀƭȅȊƻǾŀƴȇƳ 

ƭłǘƪŀƳΣ ŀōȅ ǎŀ Ǉƻőŀǎ ǇǊƝǇǊŀǾȅ ǾȊƻǊƪȅ ŀ ǇǊƛ ǎŜǇŀǊłŎƛƛ ǎǇǊłǾŀƭ analogicky k analytom.  Ako 

ǇƻǘŜƴŎƛłƭƴŜ ǾƴǵǘƻǊƴŞ ǑǘŀƴŘŀǊŘȅ ōƻƭƛ ǎƪǵǑŀƴŞ daidzein a baicalein v ǎȅǎǘŞƳŜ млл mM 

ōƻǊłǘΣ мпл mM SDS, 5 mM 2-HP- -̡CD, pH 9, 10% MeOH. 

tƻ ŀƴŀƭȇȊŜ ŘŀƛŘȊŜƛƴǳ ōƻƭ ƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻŦŜǊƻƎǊŀƳŜ ǇƻȊƻǊƻǾŀƴȇ ƧŜŘŜƴ ǎȅƳŜǘǊƛŎƪȇ ǇƝƪΦ 

tǊŜƳŜǊŀƴƛŜ ǾǑŜǘƪȇŎƘ ǑǘŀƴŘŀǊŘƻǾ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ ǳƪłȊŀƭƻΣ ȌŜ ƳƛƎǊŀőƴȇ őŀǎ daidzeinu 

(9,9 min) bol prƝƭƛǑ ǇƻŘƻōƴȇ ǎ ƳƛƎǊŀőƴȇƳ őŀǎƻƳ ǎilydianinu (tm = 9,7 min)Φ hōŜ ƭłǘƪȅ ōȅ 

pravdepodobne migrovali v ƧŜŘƴŜƧ ȊƽƴŜΦ 

!ƪƻ ǾƘƻŘƴŜƧǑƝ ǎŀ ǳƪłȊŀƭ ōŀƛŎŀƭŜƛƴΣ ƪŘŜ ōƻƭ ƴŀ ŜƭŜƪǘǊƻŦŜǊƻƎǊŀƳŜ ǇƻȊƻǊƻǾŀƴȇ ƧŜŘŜƴ 

symeǘǊƛŎƪȇ ǇƝƪΣ ǎ ƳƛƎǊŀőƴȇƳ őŀǎƻƳ ŘƻǎǘŀǘƻőƴŜ ƻŘƭƛǑƴȇƳ ƻŘ ƳƛƎǊŀőƴȇŎƘ őŀǎƻǾ 

ƻǎǘŀǘƴȇŎƘ ƭłǘƻƪΦ tƻ ǾȅƘƻŘƴƻǘŜƴƝ ŀƴŀƭȇȊȅ ȊƳŜǎƛ ǾǑŜǘƪȇŎƘ ǑǘŀƴŘŀǊŘƻǾ ǎ baicaleinom bolo 

ǇƻȊƻǊƻǾŀǘŜƯƴȇŎƘ у ǇƝƪƻǾ ǎ ǇƻǊŀŘƝƳ ƳƛƎǊłŎƛŜΥ ǎƛƭȅōƝƴ !Σ ǎƛƭȅōƝƴ .Σ ǎƛƭȅŎƘǊƛǎǘƝƴΣ ǎƛƭȅŘƛŀƴƝƴΣ 

ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ .Σ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ !Σ ōŀƛŎŀƭŜƛƴ ŀ tŀȄƛŦƻƭƝƴΦ  

 

hōǊłȊƻƪ őΦмоΥ ~ǘǊǳƪǘǵrne vzorce baicaleinu a daidzeinu 
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5.8 /ƘŜƳƻƳŜǘǊƛŎƪȇ ǎŎǊŜŜƴƛƴƎ ǇƻƳƻŎƻǳ ǇǊƻƎǊŀƳǳ ah559 

tǊƻƎǊŀƳ ah559 ǎŀ ǾȅǳȌƝǾŀ ƴŀ ǊȇŎƘŜƧǑƛǳ ŀ ƧŜŘƴƻŘǳŎƘǑƛǳ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊłŎƛǳ ƳŜǘƽŘȅ őƛ 

na screening kƯǵőƻǾȇŎƘ ǎŜǇŀǊŀőƴȇch podmienok pred vlastnou chemometrickou 

optimalizłciou. Tento software ƳƻȌƴƻ pouȌƛǙ aj na testovanie Ǌƻōǳǎǘƴƻǎǘƛ ŀƴŀƭȅǘƛŎƪȇŎƘ 

metƽd. tƻŘƯŀ ǘŜǎǘƻǾŀƴȇŎƘ ŦŀƪǘƻǊov όǾ ƴŀǑom prƝǇŀŘe ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇŎƘ ǎŜǇŀǊŀőnȇch 

parametrov) navrhne ǇƻŘƯŀ ǾȅōǊŀƴŞƘƻ typu desigƴǳ όǾ ƴŀǑƻƳ ǇǊƝǇŀŘe αŦǊŀŎǘƛƻƴŀƭ 

ŦŀŎǘƻǊƛŀƭ ŘŜǎƛƎƴάύ ǎŞǊƛǳ ŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘƻǾΣ ƪǘƻǊȇŎƘ ǾȇǎƭŜŘƪȅ ǎǵ ȊŀŘŀƴŞ Řƻ ǇǊƻƎǊŀƳǳΦ bŀ 

ȊłƪƭŀŘŜ ŀƴŀƭȇȊȅ ǘȇŎƘǘƻ ǾȇǎƭŜŘƪƻǾ software ƴŀǾǊƘƴŜ őƻ ƴŀƧǾƘƻŘƴŜƧǑƛŜ ǎŜǇŀǊŀőƴŞ 

podmienky ǇƻŘƯŀ dopredu navrhnutȇŎƘ ƪǊƛǘŞǊƛƝ, ako ǎǵ ǇƻȌŀŘƻǾŀƴŞ ǊozƭƝǑŜƴieΣ őŀǎ 

ŀƴŀƭȇȊȅ a podobne. Tento ǘȅǇ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊłŎƛŜ ǎŀ ƴŀȊȇǾa ƳǳƭǘƛŦŀƪǘƻǊƻǾł ƻǇǘƛƳŀƭƛȊłŎƛŀ 

a pre zƭƻȌƛǘŞ ǎȅǎǘŞƳȅ ƧŜ ǾƘƻŘƴeƧǑƛŀ ŀƪƻ ǳƴƛǾŀǊƛŀƴǘƴł ƻǇǘƛƳŀƭƛȊłŎƛŀΦ V niektoǊȇŎƘ 

prƝǇŀŘoch sa Řł ǎŎǊŜŜƴƛƴƎ ǇƻǳȌƛǙ k nłƧŘŜƴƛǳ ǾƘƻŘƴȇŎƘ ǎŜǇŀǊŀőƴȇch podmienok [23]. 

5.8.1  ±ȇōŜǊ ƻǇǘƛƳłƭƴŜƘƻ ǎȅǎǘŞƳǳ 

!ƪƻ ǇǊǾŞ ōƻƭƛ ƴŀǎǘŀǾŜƴŞ ŦŀƪǘƻǊȅ ƻǾǇƭȅǾƶǳƧǵŎŜ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾΦ .ƻƭŀ ǘƻ 

ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŀ {5{Σ ōƻǊłǘǳ ŀ 2-HP- -̡CD, objem MeOH, pH a ǾƪƭŀŘŀƴŞ ƴŀǇŅǘƛŜ ό¢ŀōǳƯƪŀ 

őΦ6)Φ 6ŀƭŜƧ ōƻƭƛ ƴŀǎǘŀǾŜƴŞ ǊƻȊǇŅǘƛŜ ƻŘƻȊƛŜǾΣ ƪǘƻǊŞ ǎƳŜ ŎƘŎŜƭƛ ŘƻǎƛŀƘƴǳǙΣ ŀ to ich 

ƳƛƴƛƳłƭƴŜ, ŎƛŜƯƻǾŞ ŀ maȄƛƳłƭƴŜ ƘƻŘƴƻǘȅΦ bŀǎǘŀǾŜƴŞ ƻőŀƪłǾaƴŞ ƻŘƻȊǾȅ ōƻƭƛΥ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜ 

medzi SB A a SB B, ISB A a L{. . όƳƛƴƛƳłƭƴŜ мΣрΣ ŎƛŜƭŜƴƛŜ нύΣ ǇƻőŜǘ ǇƝƪƻǾ όу ς aj 

s ǾƴǵǘƻǊƴȇƳ ǑǘŀƴŘŀǊŘƻƳ baicaleinomύΣ ƳƛƎǊŀőƴȇ őŀǎ όƳƛƴƛƳłƭƴȅ млΣ ŎƛŜƭŜƴȇ мрΣ 

ƳŀȄƛƳłƭƴȅ нр ƳƛƴǵǘύΣ ŀ ǇǊǵŘ όƳƛƴƛƳłƭƴȅ млΣ ŎƛŜƭŜƴȇ олΣ ƳŀȄƛƳłƭƴȅ тр ҡA). 

tǊƻƎǊŀƳƻƳ ōƻƭƻ ǾȅōǊŀƴȇŎƘ 8 experimentov (a 3 experimenty so strednou 

hodnotou faktorov), s ǊƾȊƴȅƳƛ ƘƻŘƴƻǘŀƳƛ ŦŀƪǘƻǊƻǾΣ ƪǘƻǊŞ ōƻƭƻ ǇƻǘǊŜōƴŞ 

experimentłlne otestovaǙ. VȇǎƭŜŘƪȅ tȇchto experimentov όмм ǾȇǎƭŜŘƪƻǾύ boli zadanŞ 

do programu a ƴłǎƭŜŘƴe boli programom MODDE vȅōǊŀƴŞ optimłlne ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘȅΣ ƪǘƻǊŞ 

Ƴŀƭƛ ǇǊŜŘƛƪƻǾŀƴŞ ƘƻŘƴƻǘȅ ƻŘƻȊƛŜǾ v ƴŀǎǘŀǾŜƴƻƳ ǊƻȊƳŜŘȊƝΦ bŀ ȊłƪƭŀŘŜ ǘȇŎƘǘƻ 

ǇǊŜŘǇƻǾŜŘƝ ōƻƭƛ ǾȅōǊŀǘŞ ŘǾŀ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘȅΣ ǎ ƪǘƻǊȇƳƛ ŀƴŀƭȇȊȅ ǇƻƪǊŀőƻǾŀƭƛΦ 
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¢ŀōǳƯƪŀ őΦ сΥ IƻŘƴƻǘȅ ŦŀƪǘƻǊƻǾ ƴŀ ǇǊƝǇǊŀǾǳ ȊłƪƭŀŘƴȇŎƘ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘƻǾΥ ƪƻƴŎŜƴǘǊłŎƛŀ {5{Σ ōƻǊłǘǳ ŀ 2-HP- -̡

CD v mM, % (v/v) MeOH, pH a ǾƪƭŀŘŀƴŞ ƴŀǇŅǘƛŜΦ ¦ ς ƴŀǇŅǘƛŜΣ wǎ ς ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜΣ ¢m ς ƳƛƎǊŀőƴȇ őŀǎΣ L ς ǇǊǵŘ 
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tǊǾȇ ǎȅǎǘŞƳ ό.D9 Lύ ƻōǎŀƘƻǾŀƭ 200 mM SDS, 14 mM 2-HP- -̡CD, 101 Ƴa ōƻǊłǘΣ 

1,6% MeOH a pH 8,2. ±ƭƻȌŜƴŞ ƴŀǇŅǘƛŜ ōƻƭƻ нсΣф8 kV. tǊŜŘƛƪƻǾŀƴŞ ƻŘƻȊǾȅ ōƻƭƛΥ 

ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜ {. ς мΣсΣ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜ L{. ς 2, ǇƻőŜǘ ǇƝƪƻǾ - уΣ ƳƛƎǊŀőƴȇ őŀǎ ς мо Ƴƛƴǵǘ ŀ ǇǊǵŘ ς 

27 ˃ !Φ ±ȇǎƭŜŘƪȅ ŀƴŀƭȇȊȅ ǎa zhodovali s ƻőŀƪłǾŀƴȇƳƛ ƻŘƻȊǾami. !ƴŀƭȇȊŀ ƴŀƳŜǊŀƴȇŎƘ 

dłt v ǘƻƳǘƻ ǇǊƝǇŀŘe bola uskutoőƴenł pomocou ƭƛƴŜłǊƴej regresie MLR. 

5ǊǳƘȇ ǎȅǎǘŞƳ ό.D9 LLύ Ƴŀƭ ƻōǎŀƘ мт8 mM SDS, 15 mM 2-HP- -̡CD, 150 Ƴa ōƻǊłǘΣ 

0% MeOH a pH 8,2 a ǾƭƻȌŜƴŞ ƴŀǇŅǘƛŜ 26,30 kV. Programom vyƎŜƴŜǊƻǾŀƴŞ ǾȇǎƭŜŘƪȅ 

boli: ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜ {. ς нΣлΣ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜ L{. ς оΣтΣ ƳƛƎǊŀőƴȇ őŀǎ ς му Ƴƛƴǵǘ ŀ ǇǊǵŘ ς 40 ˃ !. 

5ƻōŀ ŀƴŀƭȇȊȅ ōƻƭa ǇǊƛōƭƛȌƴŜ мн ƳƛƴǵǘΣ ǇǊǵŘ ŀǎƛ нр ˃ !Σ ǊƻȊƭƝǑŜƴƛŜ L{. пΣлΣ řŀƭǑƛŜ ƘƻŘƴƻǘȅ 

ǎŀ ǇǊƛōƭƛȌƴŜ ȊƘƻŘƻǾŀƭƛ ǎ ǇǊŜŘǇƻǾŜŘŀƴȇƳi ǾȇǎƭŜŘƪŀƳƛΦ !ƴŀƭȇȊa nameraƴȇŎƘ Řłt bola 

uskutoőƴenł pomocou ƴŜƭƛƴŜłǊƴej regresie PLS. V ǘƻƳǘƻ ǇǊƝǇŀŘe boƭŀ ǇǊŜŘƛƪőƴł 

schopnosǙ ȊǾƻƭŜƴŞƘƻ ƳƻŘŜƭǳ ƴƝȊƪa, preǘƻȌŜ ǎŎǊŜŜƴƛƴƎƻǾŞ ŘŜǎƛƎƴȅ ƻōŜŎƴe 

nepodporujǵ ƴŜƭƛƴŜłǊƴu ŀƴŀƭȇȊǳ Řłt. Napriek tomu sa podarilo doiahnuǙ rozdelenie 

ǾǑŜǘƪȇch analytov ŀȌ ƴŀ ȊłƪƭŀŘƴǵ ƭƝniu, őƻ bolo pomocou univariantnej optimalizłcie 

neriŜǑƛǘŜƯƴŞ. Pre řŀƭǑƝ ǾȇǾƻƧ ƳŜǘƽdy, teda pre samotnǵ optimalizłciu je trŜōŀ ǾȅǳȌƛǙ 

poznatky zo screeningu a podrobnŜƧǑƛŜ ǑtudovaǙ efekt koncentrłcie 2HP- -̡CD, SDS 

a ōƻǊłǘǳ ƴŀ ǎeparłciu ǾǑŜǘƪȇŎƘ analytov v BGE s pH 8.2, bez obsahu MeOH a pri 26 kV. 

Pre tento typ chemometrickej optimalizłcie mƾȌŜ ōȅǙ ǇƻǳȌƛǘȇ naprΦ ŎŜƴǘǊłƭƴy 

kompozitnȇ ŘŜǎƛƎƴ ǳƳǇƻȌƶǳƧǵci aj Ǒtǵdium interakcƛƝ medȊƛ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾȇƳƛ ŦŀƪǘƻǊmi. 

tǊƻōƭŞƳȅ ǎƻ ȊƳŜƴŀƳƛ Ǿ poradƝ ƳƛƎǊłŎƛŜ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ όǾƛř ƪŀǇƛǘƻƭŀ рΦсύ 

ǎǇƾǎƻōƛƭƛ ƪƻƳǇƭƛƪłŎƛŜ ǎ ǾƴǵǘƻǊƴȇƳ ǑǘŀƴŘŀǊŘƻƳ. V .D9 LL ōƻƭŀ ƴŜǎƪƾǊ ȊŀȊƴŀƳŜƴŀƴł 

ƪƻƳƛƎǊłŎƛŀ ōŀƛŎŀƭŜƛƴǳ ǎ ǇƝƪƻƳ ǎƛƭȅōƝƴǳ . Ǿ ŘƾǎƭŜŘƪǳ ǳȌ ǎǇƻƳŜƴǳǘŜƧ ƴŜŘƻǎǘŀǘƻőƴŜƧ 

ƳŜŘȊƛŘŜƴƴŜƧ ǇǊŜǎƴƻǎǘƛ ǇƻǳȌƛǘŞƘƻ ǎȅǎǘŞƳǳΦ tǊŜǘƻ ōŀƛŎŀƭŜƛƴ ŀƪƻ ǾƴǵǘƻǊƴȇ ǑǘŀƴŘŀǊŘ 

ǇǊŜǎǘŀƭ ōȅǙ ǾȅƘƻǾǳƧǵŎƛΦ 6ŀƭǑƝƳƛ ƭłǘƪŀƳƛΣ ƪǘƻǊŞ ōȅ ōƻƭƻ ƳƻȌƴŞ ǇƻǳȌƛǙ ŀƪƻ ǾƴǵǘƻǊƴȇ 

ǑǘŀƴŘŀǊŘ ōȅ ƳƻƘƭƛ ōȅǙ ŜǇƛŎŀǘŜŎƘƛƴΣ ǊƘŀƳƴŜǘƛƴ ŀƭŜōƻ ƪŀŜƳǇŦŜǊƻƭΦ ¢ƛŜǘƻ ǇƻǘŜƴŎƛłƭƴŜ 

ǾƴǵǘƻǊƴŞ ǑǘŀƴŘŀǊŘȅ ǎŀ Ȋ őŀǎƻǾȇŎƘ ŘƾǾƻŘƻǾ ƴŜǇƻŘŀǊƛƭƻ ƻŘǎƪǵǑŀǙΦ 
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OōǊłȊƻƪ őΦм4: ElektrƻŦŜǊƻƎǊŀƳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛgnanov sƛƭȅƳŀǊƝƴǳΦ ½ƭƻȌŜƴƛŜ ȊłƪƭŀŘƴŞho elektrolytu: 

150 Ƴa ōƻǊłǘΣ мту mM SDS, 15 mM 2-hydroxypropyl-beta-cykloŘŜȄǘǊƝƴ, 0% MeOH, pH 8,2 όǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ 

ǇƻǎǘǳǇƻƳ LύΦ 6ŀƭǑƛŜ ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜƴƪȅ Ǿƛř kapitola 4.4. GenŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘΥ нт ˃ !Φ SB A ς ǎƛƭȅōƝƴ !Σ {. 

B ς silybƝƴ .Σ {/I ς ǎƛƭȅŎƘǊƛǎǘƝƴΣ {5 - ǎƛƭȅŘƛŀƴƝƴΣ L{. ! ς ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ !Σ L{. . ς ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ .Σ ¢· ς tŀȄƛŦƻƭƝƴ 
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5.9 Extrakcia z Flavobionu 

.ƻƭŀ ǇǊƛǇǊŀǾŜƴł ǾȊƻǊƪŀ Ȋ tablety Flavobionu ς ǘŀōƭŜǘŀ ǊƻȊǇǳǎǘŜƴł Ǿ 7ml MeOH, 30 

Ƴƛƴǵǘ ƴŀ ǳƭǘǊŀȊǾǳƪǳΣ р Ƴƛƴǵǘ ƴŀ ŎŜƴǘǊƛŦǳƎŜ ǇǊƛ понл ƻǘłőƪŀŎƘ, nariedenie 25% (v/v) 

ǾƻŘƴȇƳ ǊƻȊǘƻƪƻƳ aŜhI ƴŀ олл ҡg/ml. S takto pripravenou vzorkou Flavobionu 

ǇǊŜōŜƘƭŀ ŀƴŀƭȇȊŀ ǇƻǳȌƛǘƝƳ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘǳ ǎƻ ȊƭƻȌŜƴƝƳΥ мту Ƴa {5{Σ мр Ƴa н-HP- -̡CD, 

мрл Ƴa ōƻǊłǘΣ л҈ MeOH a pH 8,2 v ƪŀǇƛƭłǊŜ ǎ ōǳōƭƛƴƻǾƻǳ ŘŜǘŜƪőƴƻǳ ŎŜƭƻǳΦ !ƴŀƭȇȊŀ 

ǘǊǾŀƭŀ мп ƳƛƴǵǘΣ ǾȅƎŜƴŜǊƻǾŀƴŞ ƴŀǇŅǘƛŜ ōƻƭƻ нр ҡA, na elektroferograme bolo 

ǇƻȊƻǊƻǾŀƴȇŎƘ т ǇƝƪƻǾ. Aj ǘǳ ƧŜ ƳƻȌƴŞ ǇƻȊƻǊƻǾŀǙ ȊƳŜƴǳ Ǿ ǇƻǊŀŘƝ ǇƝƪƻǾ όǾ ǇƻǊƻǾƴŀƴƝ 

s ƻōǊłȊƪƻƳ őΦ мп ƳƛƎǊǳƧŜ ǘŀȄƛŦƻƭƝƴ ǇǊŜŘ ǎƛƭȅŎƘǊƛǎtƝƴƻƳύΦ  

 

hōǊłȊƻƪ őΦмр: ElektroferoƎǊŀƳ ǎŜǇŀǊłŎƛŜ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴǳ v ǇǊƝǇǊŀǾƪǳ CƭŀǾƻōƛƻƴΦ ½ƭƻȌŜƴƛŜ 

ȊłƪƭŀŘƴŞho elektrolytu: 150 Ƴa ōƻǊłǘΣ мту mM SDS, 15 mM 2-hydroxypropyl-beta-cykloŘŜȄǘǊƝƴ, 0% 

MeOH, pH 8,2 όǇǊƛǇǊŀǾŜƴȇ ǇƻǎǘǳǇƻƳ LύΦ 6ŀƭǑƛŜ ǎŜǇŀǊŀőƴŞ ǇƻŘƳƛŜƴƪȅ Ǿƛř kapitola 4ΦпΦ DŜƴŜǊƻǾŀƴȇ ǇǊǵŘΥ 

24 ˃ !Φ SB A ς ǎƛƭȅōƝƴ !Σ {. . ς ǎƛƭȅōƝƴ .Σ {/I ς ǎƛƭȅŎƘǊƛǎǘƝƴΣ {5 - sƛƭȅŘƛŀƴƝƴΣ L{. ! ςiA, ISB B ς ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ .Σ 

TX - tŀȄƛŦƻƭƝƴ 
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6. ZÁVER 
 

/ƛŜƯƻƳ ǇǊłŎŜ ōƻƭ ǾȇǾƻƧ ƳŜǘƽŘȅ ƴŀ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ŀ ǎǘŀƴƻǾŜƴƛŜ ȊƭƻȌƛŜƪ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴƻǾŞƘƻ 

komplexu a ŀǇƭƛƪłŎƛŀ ǘŜƧǘƻ ƳŜǘƽŘȅ ƴŀ doplnky stravy őƛ ƭieőƛǾŞ ǇǊƝǇǊŀǾƪȅ s jeho 

ƻōǎŀƘƻƳΦ ¢ƛŜǘƻ ŎƛŜƭŜ ǾǑŀƪ ōƻƭƛ ƭŜƴ őƛŀǘƻőƴŜ ƴŀǇƭƴŜƴŞΦ  

tƻƳƻŎƻǳ a9Y/ ǎŀ ƴłƳ ǇƻŘŀǊƛƭƻ őiastoőƴŜ ǊƻȊǎŜǇŀǊƻǾŀǙ ƧŜŘƴƻǘƭƛǾŞ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴȅ 

ǎƛƭȅƳŀǊƝƴǳ ǇƻǳȌƛǘƝƳ ǳƴƛǾŀǊƛŀƴǘƴŜƧ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊłŎƛŜΦ !ƴŀƭȅȊƻǾŀƴƝƳ ǊƾȊƴȅŎƘ ŦŀƪǘƻǊƻǾ 

ƻǇǾƭȅǾƶǳƧǵŎƛŎƘ ǎŜǇŀǊłŎƛǳ ŦƭŀǾƻƴƻƭƛƎƴŀƴƻǾ ǎƳŜ ȊƛǎǘƛƭƛΣ ȌŜ izƻƳŞǊȅ ǎƛƭȅōƝƴu ƧŜ ƳƻȌƴŞ 

ǊƻȊǎŜǇŀǊƻǾŀǙ prƝŘŀǾƪƻm SDS a izƻƳŞǊȅ isƻǎƛƭȅōƝƴu ǇƻǳȌƛǘƝƳ ŎȅƪƭƻŘŜȄǘǊƝƴovΦ tƻǳȌƛǘƝƳ 

ǘȇŎƘǘƻ ƛƴŦƻǊƳłŎƛƝ ŀ ǾǇƭȅǾƻƳ řŀƭǑƝŎƘ ŦŀƪǘƻǊƻǾ ǎƳŜ ȊƝǎƪŀƭƛ ȊłƪƭŀŘƴȇ ŜƭŜƪǘrolyt, v ktorom 

sme őiastoőƴŜ oddelili ŘƛŀǎǘŜǊŜƻƳŞǊȅ ǎƛƭȅōƝƴǳ ŀƧ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴǳΦ 9ƭŜƪǘǊƻƭȅǘ Ƴŀƭ ȊƭƻȌŜƴƛŜΥ 

5mM 2-HP- -̡CD, млл Ƴa ōƻǊłǘ ƻ pH 9.0, 140 mM SDS a 10% (v/v) MeOH. ProōƭŞƳƻƳ 

tohto elektroƭȅǘǳ ōƻƭŀ ƴƝȊƪŀ ƳŜŘȊƛŘŜƴƴł ǇǊŜǎƴƻǎǙΣ ƪǘƻǊł ǎŀ ǇǊŜƧŀǾƻǾŀƭŀ Ǿ ȊƳŜƴłŎƘ 

ƳƛƎǊŀőƴȇŎƘ őŀǎƻǾ ŀƧ ǇƻǊŀŘƝ ǇƝƪƻǾ ȊƭƻȌƛŜƪ ǎƛƭȅƳŀǊƝƴǳΦ ¢Ŝƴǘƻ ƧŀǾ ƳƻƘƻƭ ōȅǙ ǎǇƾǎƻōŜƴȇ 

ŎƘȅōƻǳ ǇǊƛ ǇǊƝǇǊŀǾŜ elektrolytu όƴŜǇǊŜǎƴŞ ƳŜǊŀƴƛŜ ǇI, ǵǇǊŀǾŀ pH ǇǊƛ ǊƾȊƴȅŎƘ 

ǘŜǇƭƻǘłŎƘύ őƻ ƛƴŘƛƪǳƧǵ ǊƻȊŘƛŜƭƴŜ ƘƻŘƴƻǘȅ ŘƻǎƛŀƘƴǳǘȇŎƘ ǇǊǵŘƻǾΦ  

6ŀƭŜƧ ƳŜǊŀƴƛŀ ǇƻƪǊŀőƻǾŀƭƛ ŎƘŜƳƻƳŜǘǊƛŎƪƻǳ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊłŎƛƻǳΣ ǇƻƳƻŎƻǳ ƪǘƻǊŜƧ ǎŀ 

ǇƻŘŀǊƛƭƻ ƻǇŅǙ ȊƝǎƪŀǙ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘ (178 mM SDS, 15 mM 2-HP- -̡CD, 150 mM kyselina 

ōƻǊƛǘłΣ л҈ aŜhI ŀ pH 8,2) ǎŎƘƻǇƴȇ ǊƻȊǎŜǇŀǊƻǾŀǙ ako siƭȅōƝƴ ! a B tak ŀƧ ƛǎƻǎƛƭȅōƝƴ 

A a B ƴŀ ȊłƪƭŀŘƴǵ ƭƝniu. ¢ȇƳǘƻ ŜƭŜƪǘǊƻƭȅǘƻƳ bol ŀƴŀƭȅȊƻǾŀƴȇ ǇƻǘǊŀǾƛƴƻǾȇ ŘƻǇƭƴƻƪ 

Flavobion. Aj Ȋŀ ǘȇchto podmienoƪ ŘƻŎƘłdzalo ku zmene poradia ƳƛƎǊłcie analytov. 

bŀǎƭŜŘƻǾƴȇ ǇƻǎǘǳǇ ǾȇǾƻƧŀ ƳŜǘƽŘȅΣ pravdepodobne v řŀƭǑŜƧ ǇǊłŎƛΣ ōȅ ōol 

ǇƻƪǊŀőƻǾŀƴƝƳ Ǿ ŎƘŜƳƻƳŜǘǊƛŎƪŜƧ ƻǇǘƛƳŀƭƛȊłŎƛƛΣ ƻǾŜǊŜƴƝƳ ƻǇŀƪƻǾŀǘŜƯƴƻǎǘƛ ǎȅǎǘŞƳǳΣ 

ƴłƧŘŜƴƝƳ ǾƴǵǘƻǊƴŞƘƻ ǑǘŀƴŘŀǊŘǳ ŀ ŀǇƭƛƪłŎƛou ƳŜǘƽŘȅ ƴŀ ǾƛŀŎŜǊŞ ŘƻǇƭƴƪȅ ǎǘǊŀǾȅΦ  
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