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Abstrakt 

 Předmětem této práce bylo studium reaktivity protických metabolitů s chlormravenčany a 

jejich využití v metabolomické GC-MS analýze biotekutin. Tento výzkum byl veden ve třech 

samostatných studiích a jeho výsledkem jsou tři nové, originální metody pro GC-MS stanovení 

protických nízkomolekulárních metabolitů v biologickém materiálu, především biotekutinách. 

První studie zkoumá objev rychlé derivatizace alicyklických hydroxylových skupin 

fluoralkylchlormravenčany (FCF) v bezvodém prostředí [1]. Působením FCF dochází k okamžité 

přeměně této hydroxylové skupiny na karbonát a tento krok lze snadno spojit s mikroextrakcí kapalina-

kapalina (LLME) vznikajících derivátů do organické fáze. Reakce alicyklické hydroxy skupiny s FCF byla 

testována celkem na 12 klinicky významných steroidech a 4 tokoferolech. Byly popsány analytické 

vlastnosti zkoumaných analytů a metoda byla validována pro stanovení 6 diagnostických sterolů a 4 

tokoferolů v lidském séru a plodové vodě. Nová metoda byla dále úspěšně použita k identifikaci a 

stanovení sterolů a tokoferolů ve tkáních hmyzu, ruměnice pospolné (Pyrrhocoris apterus) [2]. 

Druhá studie byla zaměřena na zkoumání reaktivity protických, zejména kyselých močových 

metabolitů s FCF, především s heptafluorbutylchlormravenčanem (HFBCF). Technikami GC-MS a LC-

HRMS byly podrobně zkoumány reakční produkty 153 močových metabolitů a dvou vnitřních 

standardů. Nový postup byl validován pro stanovení 132 metabolitů v lidské moči a úspěšně ověřen 

pomocí GC-MS analýzy certifikovaného vzorku moči se známými koncentracemi diagnosticky 

významných organických kyselin a na analýze vzorků moči získaných od 100 zdravých dobrovolníků. 

Objem 25 µl moči umožnil přímé stanovení 112 fyziologických metabolitů v tomto souboru vzorků [3]. 

Analytický protokol popsané metody byl dále připraven pro kapitolu v knize [4].  

Třetí studie popisuje rychlou GC-MS metodu pro stanovení kyselých močových biomarkerů 

expozice průmyslovým zdraví škodlivým látkám v lidské moči. Byly zkoumány reakce biomarkerů 

expozice benzenu, toluenu, styrenu, xylenů, alkoxyethanolů, sirouhlíku, furalu a N,N-

dimethylformamidu s různými alkylchlormravenčany (RCF). Většina uvedených biomarkerů 

poskytovala jeden předpokládaný produkt, některé však poskytovaly s RCF ještě další neobvyklý 

produkt. Jejich struktura byla jednoznačně potvrzena pomocí techniky LC-HRMS a derivatizačních 

činidel značených stabilními izotopy. Na základě získaných poznatků byla vypracována a validována 

nová GC-MS metoda pro současné stanovení 14 biomarkerů expozice v lidské moči a ověřena pomocí 

analýzy vzorku certifikované referenční moči. 

Nové poznatky získané při výzkumu reaktivity alicyklické hydroxylové skupiny a dalších 

protických funkčních skupin metabolitů s chlormravenčany v souhrnu vedly k vypracování 3 nových 

analytických postupů přípravy biologických vzorků s perspektivním uplatněním především v oblasti GC-

MS metabolomické analýzy. 
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Abstract 

The aim of this thesis has been the research on reactivity of protic metabolites with 

chloroformates and its application for GC-MS analysis of biofluids. The research was conducted in three 

separate studies and the results are three new, original methods for GC-MS determination of low-

molecular protic metabolites in biological material especially in biofluids.  

The first study explores the discovery of fast derivatization of alicyclic hydroxyl groups by 

fluoroalkyl chloroformates (FCFs) under anhydrous conditions [1]. FCF fully converts the hydroxyl 

group into a corresponding carbonate and the step can easily be coupled with liquid-liquid 

microextraction (LLME) of the arising derivatives into organic phase. The reaction of the alicyclic OH 

group with FCFs was tested on 12 clinically relevant steroids and 4 tocopherols. The analytical 

properties of determined analytes were described and the method was validated for the GC-MS 

determination of 6 diagnostic sterols and 4 tocopherols in human serum and amniotic fluid. The new 

method was further successfully used for determination of sterols and tocopherols in tissues of the 

bug Pyrrhocoris apterus [2]. 

The second study was focused on the reactions of protic, particularly urinary metabolites with 

FCFs, mainly heptafluorobutyl chloroformate (HFBCF). Reaction products of 153 urinary metabolites 

with HFBCF and two internal standards were investigated in detail by GC-MS and LC-HRMS. The new 

procedure was validated for 132 metabolites in human urine and was successfully evaluated by GC-

MS analysis of a certified urine sample containing known concentrations of diagnostic organic acids 

and by analysis of urine samples obtained from 100 healthy volunteers. A urine sample volume of 25 

µl allows direct determination of 112 metabolites in the sample set [3]. The analytical protocol was 

further prepared for the chapter in the book [4]. 

The third study describes a rapid GC-MS method for determination of acidic urinary biomarkers 

arising after human exposure to industrial pollutants. The exposition-biomarkers of benzene, toluene, 

styrene, xylenes, alkoxyalcohol, carbon disulfide, fural, and N,N-dimethylformamide were examined 

after the reaction with different alkyl chloroformates (RCFs). Whereas most of the analytes provided 

a single, expected product, some provided another, unusual product. Their structure was clearly 

confirmed by LC-HRMS and by derivatization with isotopically labelled agents. The method was 

validated for determination of 14 biomarkers of exposure in human urine and successfully evaluated 

by the analysis of a reference urine material.  

New knowledge, acquired by the research of the reactivity of alicyclic hydroxyl group and other 

protic function groups with alkyl chloroformates, enables perspective use particularly in the field of 

GC-MS based metabolomics.  
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1 Úvod 

1.1 Biotekutiny a jejich metabolomický výzkum 

Distribuce metabolitů i cizorodých látek (xenobiotik) je v každém organismu zajišťována 

především prostřednictvím cirkulace biologických roztoků (biotekutin) obsahujících nesmírně pestré 

zastoupení organických i anorganických látek. Metabolity představují chemické struktury s často 

naprosto rozdílnými fyzikálně-chemickými vlastnostmi, jejich zastoupení se liší až o několik řádů. Navíc 

některé metabolity jsou zapojeny do velkého počtu metabolických drah, zatímco jiné pouze do 

několika z nich [5]. Analýza kompletního souboru všech metabolitů v organismu – metabolomu – proto 

představuje mimořádně náročný úkol, který lze realizovat pouze pomocí uceleného souboru 

analytických metod [5]. 

Hlavní biotekutinou je v lidském těle krev, k dalším patří lymfa, tkáňový mok, trávicí šťávy. Řada 

metabolitů je z těla vylučována prostřednictvím moče a potu. Hlavním předmětem zájmu je zkoumání 

metabolomu odstředěné krve ve formě krevní plasmy nebo séra, na druhé straně výzkum metabolomu 

látek vylučovaných v moči, tzv. urinomika.  

Metabolomickou analýzu dnes reprezentuje celá řada analytických přístupů. Nejčastěji se 

provádí tzv. metabolické profilování, kde se analyzuje, identifikuje a částečně kvantifikuje vybraný 

počet metabolitů, který náleží do třídy chemicky podobných sloučenin (např. aminokyseliny, sacharidy 

nebo polární lipidy), nebo které jsou společně zapojené do určité metabolické dráhy.  

Z analytického hlediska je důležité dělení metabolomické analýzy na necílenou a cílenou. První 

přístup představuje systematický screening látek v měřeném vzorku, kdy hledáme rozdíly v zastoupení 

metabolitů ve srovnávání kontrolního vzorku se vzorkem, který je předmětem našeho výzkumu. Pokud 

jsou nalezeny statisticky prokazatelné rozdíly a podaří se vytvořit vhodnou hypotézu k pozorovaným 

jevům, pokračuje výzkum analýzou zacílenou na konkrétní metabolity vykazující změny v zastoupení 

pomocí klasické kvantitativní analýzy, která umožňuje podrobněji posoudit hladiny zastoupení 

konkrétních analytů [6]. 

Při komplexním výzkumu metabolismu je velká poptávka po nových, citlivých a robustních 

analytických metodách umožňujících široké pokrytí metabolomu v konkrétní matrici. Hlavní výzkumné 

nástroje dnes představují separační metody ve spojení s hmotnostní spektrometrií (MS) a nukleární 

magnetická rezonance (NMR). Přednosti a omezení těchto instrumentálních technik jsou shrnuty 

v tabulce 1 [7]. 
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Tabulka 1: Srovnání analytických metod využívaných při studiu metabolomu [7]. 

Technika Výhody Nevýhody 

NMR • nedestruktivní technika • nízká citlivost 
 • minimální příprava vzorku před analýzou • vyšší požadavky na objem vzorku 
 • snadná identifikace neznámých sloučenin 
 • možnost měření in vivo  

   

MS • rychlý "screening" metabolitů • identifikace metabolitů všeobecně 
 • vysoká citlivost vyžaduje MS/MS 
 • minimální příprava vzorku před analýzou • efekty spojené s matricí 
 • doporučeno pro identifikaci neznámých • nekompatibilní s vysokou iontovou silou 
 sloučenin  

   

GC-MS • vysoká separační účinnost • neschopnost analyzovat termolabilní 
 • ideální pro analýzu složitých směsí metabolity 
 • umožňuje souběžnou analýzu různých • vyžaduje derivatizace polárních netěkavých 
 tříd metabolitů metabolitů 
 • snadné rozhraní mezi GC a MS • nesnadná identifikace neznámých 
 • reprodukovatelnost sloučenin po derivatizaci 
   

LC-MS • vysoká citlivost • efekty spojené s matricí vzorku 
 • umožňuje analýzu termolabilních  • někdy nutnost odsolování 
 metabolitů • omezené informace o struktuře 
 • průměrné chromatografické rozlišení  

   

CE-MS • minimální potřeba vzorku i základního  • obtížné rozhraní CE s MS, nekompatibilita 
 elektrolytu základních elektrolytů 
 • vysoké rozlišení • složitá metodika a kvantifikace 

  • užitečná pro analýzu složitých směsí • nízká citlivost 

 

Plynová chromatografie spojená s hmotnostní detekcí (GC-MS) patří mezi často používané, 

nákladově nejméně náročné techniky v metabolomickém výzkumu. Je vhodná především pro analýzu 

těkavých a termostabilních nízkomolekulárních sloučenin. V organismu nicméně převažují metabolity 

s polárními funkčními skupinami, které bývá nezbytné chemicky modifikovat některou 

z derivatizačních metod a zvýšit tak jejich těkavost. Dvě hlavní derivatizační metody v metabolomice 

představují silylace, (jejímiž hlavními produkty jsou trimethylsilyl a tert-butyldimethylsilyl deriváty) 

v kombinaci s oximací [8, 9] a dále pak derivatizace pomocí chlormravenčanů [10], díky níž lze efektivně 

přeměnit aminoskupiny na karbamáty, karboxyly na estery a OH, SH skupiny na příslušné karbonáty 

[11]. Zásadní předností tohoto postupu je, že probíhá velice rychle s vysokými výtěžky ve vodném 

prostředí a dá se často aplikovat in situ, tedy přímo v biologickém vzorku [12]. 
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1.2 Derivatizace chlormravenčany (chlorformiáty) 

Alkylchlormravenčany (struktura uvedena na Obr 1) jsou v organické chemii známy od začátku 

19. století pro jejich schopnost tvořit smíšené anhydridy [13]. V analytické chemii začaly být používány 

od sedmdesátých let 19. století k chránění amino a fenolických skupin [14 – 16] a pro tvorbu 

intermediátů s aktivovanou karboxylovou skupinou [17, 18].  

 

Cl O
R

O

 

Obr. 1: Struktura chlormravenčanů (R – alkyl). 

 

Chlormravenčany jsou vysoce reaktivní činidla, která reagují s kyselinami za přítomnosti 

alkoholu a pyridinu za vzniku esterů [19], s thioskupinou za vzniku thiokarbonátů, s hydroxyskupinou 

(alkoholovou či fenolickou) za vzniku karbonátů a s aminoskupinou za vzniku karbamátů [11]. Hlavními 

přednostmi derivatizace RCF ve srovnání se silylacemi jsou vedle reakce ve vodném prostředí, že 

vznikají stabilní produkty, dojde k vyčerpání činidel a současně lze provádět mikroextrakci kapalina-

kapalina přídavkem nemísitelného organického rozpouštědla. Organickou fázi lze pak přímo dávkovat 

do injektoru plynového chromatografu (GC). Reakce probíhá do 5 sekund s vysokým výtěžkem. Určité 

omezení lze pozorovat pouze u méně reaktivních alifatických a alicyklických hydroxylových skupin, 

které zůstávají nezreagované, například v serinu a threoninu [20], nebo ve 3- a 4-hydroxykarboxylových 

kyselinách [21]. 

Derivatizace s RCF byla poprvé použita pro GC analýzu 44 organických kyselin [22] nebo pro 

stanovení karboxylových, keto, hydroxy a amino kyselin, které jsou užitečné pro diagnózu nemoci 

javorového sirupu (leucinózy) [23]. V těchto prvních studiích se ukázalo, že u kyselin jantarové a 

glutarové dochází k vnitřní cyklizaci a ke vzniku nestabilních anhydridů. Esterifikace širokého spektra 

di- a trikarboxylových kyselin s methylchlormravenčanem (MCF) a ethylchlormravenčanem (ECF) byla 

vyřešena opakovaným přidáním reakčního činidla v přítomnosti hydroxidu sodného [24]. Tento postup 

umožnil stanovení širokého spektra amino a karboxylových kyselin v různých biologických matricích 

[25 – 34].  

Výhodné analytické vlastnosti RCF vedly k přípravě chlormravenčanů s fluorovanými alkyly o 

různé délce řetězců. Vincenti a kol. [35 – 38] syntetizovali fluoralkylchlormravenčany s dlouhým 

řetězcem a využily je pro GC-MS analýzu malých, velmi polárních vedlejších produktů používaných při 

dezinfekci vody. Skupina Abeho a kol. [39, 40] zkoušela trifluorethylchlormravenčan (TFECF) pro 

chirální separaci sady aminokyselin. Analytické vlastnosti chlormravenčanů s pentafluorpropylovou 
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(PFPCF) nebo heptafluorobutylovou (HFBCF) skupinou byly rozsáhle studovány Hucem a 

spolupracovníky [41 – 43].  

Na rozdíl od běžných RCF jsou tyto fluorované analogy reaktivnější a jsou schopny 

transformovat cílové protické funkční skupiny za katalýzy pyridinem bez přítomnosti alkoholu. 

Fluorované chlormravenčany s pěti (PFPCF) nebo sedmi atomy fluoru (HFBCF) představují nová, 

efektivní činidla v GC-MS analýze, zejména organických kyselin a aminokyselin, včetně jejich chirální 

separace [42 – 44]. Např. HFBCF činidlo se osvědčilo pro chirální separaci aminokyselin v lidském séru 

[45, 46]. Přípravu vzorku lze provést ve třech jednoduchých krocích: (a) uvolnění vázaných thiolů 

redukčním činidlem 2,3-dimerkapropanolsulfonátem, (b) následované sražením bílkovin kyselinou 

chloristou a (c) přímou derivatizací supernatantu HFBCF za katalýzy pyridinem. Tímto způsobem byly 

získány mimořádně čisté extrakty, které umožnily GC-MS analýzu metabolitů v plazmě či séru [45]. 

Připravené deriváty aminokyselin vykazovaly výborné separační vlastnosti na chirální stacionární fází 

Chirasil-Val, kde bylo rozděleno více než 35 aminokyselinových enantiomerů, s výjimkou D a L 

enantiomerů argininu, cystinu a prolinu [46].  

I přes rostoucí poznatky ve více jak dvacetiletém výzkumu analytických vlastností 

chlormravenčanů ve vodném prostředí je stále velmi málo známo o reaktivitě protických funkčních 

skupin a vznikajících produktech u důležitých skupin metabolitů, jaké představují steroly, steroidy, 

tokoferoly nebo organické kyseliny [22, 47]. 
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2 Cíle práce 

 

1. Studium reaktivity protických funkčních skupin s alkylchlorformiáty ve vybraných 

skupinách metabolitů, v první řadě alicyklické hydroxylové skupiny steroidů a tokoferolů a 

uplatnění nových poznatků v metabolomické GC-MS analýze. 

 

2. Výzkum vznikajících reakčních produktů heptafluorbutylchlormravenčanu se 153 

protickými močovými metabolity pro optimalizaci podmínek přípravy vzorků moči a jejich 

GC-MS metabolomickou analýzu. 

 

3. Studium xenobiotik v lidské moči po expozici organismu organickým rozpouštědlům 

benzenu, toluenu, styrenu, xylenů, alkoxyethanolů, sirouhlíku, furalu a N,N-

dimethylformamidu a jejich derivatizace alkylchlorformiáty a GC-MS stanovení. 

 

Výzkum byl realizován ve třech samostatných studiích a na základě nových poznatků byly 

vypracovány tři nové originální postupy analýzy protických metabolitů v biotekutinách technikou GC-

MS.  
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3 Výsledky jednotlivých studií 

3.1 Nová metoda derivatizace hydroxylových skupin pomocí 

fluoralkylchlormravenčanů a její reálné využití pro stanovení sterolů a 

tokoferolů technikou GC-MS. 

3.1.1 Úvod 

Organické sloučeniny steroidní povahy obsahující hydroxylovou skupinu je často výhodné 

analyzovat pomocí GC. Problémem je, že aktivní vodík v hydroxylové skupině interaguje s jinými 

protickými funkčními skupinami (účinkem intermolekulárních sil) nejčastěji v kontaminovaném 

injektoru nebo na velkém měrném povrchu stacionární fáze v kapilární koloně. Převedení steroidu do 

plynné fáze působením vysoké teploty může vyvolat dehydrataci labilní alifatické nebo alicyklické 

hydroxylové skupiny. Proto je pro toto stanovení žádoucí derivatizace, díky níž lze dosáhnout zlepšení 

analytických, separačních a detekčních vlastností steroidů při GC-MS analýze [8]. 

Vhodným modelem pro studium reakce RCF se steroly představuje cholesterol (Chol). Jde o 

významný metabolit, který se v hojném množství vyskytuje v membránách eukaryotických buněk [48]. 

Chol lze relativně jednoduše měřit technikou GC-MS v derivatizované formě. Na kvalitní, deaktivované 

kapilární GC koloně lze současně sledovat nativní analyt s volnou hydroxylovou skupinou, a tak např. 

sledovat výtěžek reakce.  

Předmětem první práce bylo studium reakce hydroxylové skupiny cholesterolu s různými 

chlormravenčany. Nejprve byla tato reakce studována ve vodném prostředí za podmínek 

optimalizovaných pro stanovení amino- a karboxylových kyselin v lidských biotekutinách [41, 45, 46] a 

v průmyslových vodách [36, 37, 49]. V dalším kroku byly testovány alkylované a fluorované 

chlormravenčany a jejich reaktivita s hydroxylovou skupinou Chol v bezvodém prostředí. Po nalezení 

optimálních podmínek reakce byl soubor stanovovaných analytů rozšířen o zástupce dalších sterolů, 

dále vybraných steroidů a tokoferolů. Nová metoda byla porovnána se silylační metodou a byly 

porovnány a vyhodnoceny výhody a omezení obou GC-MS metod.  

Tento nový postup byl nakonec validován pro stanovení šesti diagnostických sterolů 

(desmosterol, lathosterol  a dihydrocholesterol – ukazatelé biosyntézy cholesterolu, kampesterol, β-

sitosterol a stigmasterol – ukazatelé absorpce cholesterolu) a čtyř tokoferolů (α-, β-, γ- a δ-tokoferol – 

v tucích rozpustné antioxidanty ze skupiny E vitamínů) v lidském séru a plodové vodě. Prvním krokem 

ke stanovení byla saponifikace vzorku, aby došlo k uvolnění vázaných sterolů a tak k analýze obou jejich 

forem tzv. celkových sterolů. Krevní séra byla získána od žen před a po porodu. Získané výsledky byly 

porovnány s publikovanými výsledky z dřívějších studií [1]. 
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Metoda byla také využita pro sledování sezonních změn koncentrací 3 sterolů (β-sitosterol, 

kampesterol a cholesterol) a 2 tokoferolů (γ- a δ-) v membránách hmyzu – ruměnice pospolné 

(Pyrrhocoris apterus) [2]. 

3.1.2 Testování reaktivity hydroxylové skupiny s chlormravenčany 

3.1.2.1 Experimentální část 

3.1.2.1.1 Použité chemikálie a činidla 

Cholesterol, dihydrocholesterol, α-tokoferol, β-tokoferol, γ-tokoferol, δ-tokoferol, ethanol, 

isooktan, pyridin, kyselina chlorovodíková, uhličitan sodný, dimethylformamid, MCF, ECF, 

isobutylchlormravenčan (iBCF), hexylchlormravenčan (HCF), 1-(trimethylsilyl) imidazol (TMSI) a N,N´-

dicyklohexylkarobodiimid (DCC) byly pořízeny u Sigma-Aldrich (Praha, Česká Republika). Lathosterol, 

kampesterol, stigmasterol, β-sitosterol, desmosterol, testosteron, estradiol, estron, 24S-

hydroxycholesterol a 22S-hydroxycholesterol byly od firmy Steraloids (Newport, RI, USA). n-Hexan byl 

koupen u firmy Merck (Praha, Česká Republika), acetonitril a methanol byly pořízeny u Fisher Scientific 

(Pardubice, Česká Republika) a TFECF a HFBCF byly připraveny v Laboratoři analytické biochemie a 

metabolomiky (České Budějovice, Česká Republika) ve spolupráci s Dr. V. Pejchalem (Univerzita 

Pardubice, Česká Republika), které dodává firma Pragolab, s.r.o (Praha, Česká republika). Zásobní 

roztoky všech použitých standardů byly připraveny v ethanolu o koncentraci 1 mg/ml. Při manipulaci 

s chlormravenčany je důležité používat ochranné pomůcky (brýle, gumové rukavice) a všechny reakce 

provádět v dobře odvětrávané digestoři.  

3.1.2.1.2 Vybavení laboratoře a GC-MS analýza 

Derivatizace byly prováděny v mikro reakčních nádobkách s víčkem a teflonovým septem 

(Supelco, PA, USA). Pokud se derivatizace dělala v bezvodém prostředí, byl použit speciální uzávěr 

vybavený Restec miniert® ventilem (Chromservis, Praha, Česká Republika), který umožňoval přídavek 

činidel stříkačkou bez otevření lahvičky, a tím bylo zajištěno, že vzorek přišel do minimálního styku se 

vzdušnou vlhkostí. Na dávkování vzorků a reakčních činidel byly použity stříkačky Hamilton (Hamilton, 

Bonaduz, Švýcarsko). Míchačka (50-2400 rpm) byla od firmy P-Lab (Praha, Česká Republika), vialky a 

10 µl stříkačky do automatického injektoru byly od Thermo Fisher Scientific (Praha, Česká Republika). 

Pro sušení reakčních rozpouštědel byla použita molekulová síta (10-20) od Sigma-Aldrich (Praha, Česká 

Republika). 

Pro analýzu všech studovaných reakčních produktů byl použit GC vybavený teplotně 

programovatelným nástřikem (PTV) spojený s  MS Trace DSQ vybaveným kvadrupólovým 

analyzátorem a elektronovou ionizací (EI) (Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA). Pro zpracování dat 

byl použit software Xcalibur (verze 2.1, Thermo Fisher Scientific). Na kolonu byl dávkován 1 µl vzorku 

ve splitless módu, použitý skleněný Siltec deaktivovaný baffle liner byl pořízen u firmy Restek (PA, USA). 
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Teplota nástřiku byla držena na 280°C, byla použita kapilární chromatografická kolona DB-1HT, 15m × 

0,25 mm i. d., s tloušťkou filmu stacionární fáze 0,1 µm (Agilent Technologies, CA, USA). Teplotní 

program byl následující: 180°C po 1 min, pak zvýšení po 30°C/min na 330°C (drženo 2 min). Jako nosný 

plyn se používalo He a jeho průtok byl 1,1 ml/min. Teplota iontového zdroje – 250°C, teplota GC-MS 

rozhraní – 300°C, EI mód (70 eV) ve skenovacím rozsahu 100 – 700 Da. Hmotnostní spektra derivátů 

byla měřena také pomocí chemické ionizace (CI), kde byl jako ionizační plyn vyzkoušen isobutan a 

amoniak jak v pozitivním, tak v negativním modu. Nastavení GC bylo stejné, jako při použití EI. Teploty 

u MS byly následující: iontový zdroj – 200°C a GC-MS rozhraní – 250°C. Průtok ionizačního plynu byl 1,2 

ml/min. Skenovací rozsah 100 – 700 Da. 

3.1.2.1.3 Vývoj metody 

Reaktivita alicyklické OH skupiny Chol s chlormravenčany v analytickém měřítku byla nejprve 

zkoumána ve vodném a bezvodém prostředí. Zásobní roztok Chol o objemu 3 µl byl nadávkován do 

reakční nádobky a rozpouštědlo bylo odpařeno do sucha proudem dusíku. Byly postupně otestovány 

různé chlormravenčany (MCF, ECF, iBCF, HCF, TFECF a HFBCF).  

V první fázi byla zkoušena derivatizace s RCF ve vodném prostředí. K odpařenému Chol bylo 

přidáno 100 µl destilované vody a 10 µl pyridinu a směs byla krátce zamíchána. Poté bylo přidáno 30 µl 

příslušného alkoholu (methanol, ethanol, hexanol nebo isobutyl alkohol, v analogii dle použitého 

chlormravenčanu) a 12 µl chlormravenčanu (MCF, ECF, HCF nebo iBCF) ve100 µl isooktanu, směs byla 

opět krátce zamíchána a nakonec bylo přidáno 50 µl kyseliny chlorovodíkové o koncentraci 1 mol/l a 

směsí bylo mícháno asi 20 s. Část horní organické fáze byla odebrána do vialky a 1 µl vzorku byl 

dávkován do GC-MS. Pro HCF byla vyzkoušena modifikace reakce dle metody Vincentiho [36, 37, 49] a 

do reakce byl přidán DCC rozpuštěný v pyridinu. V tomto případě se postup derivatizace lišil pouze 

v bodě přidání pyridinu, místo 10 µl pyridinu se přidalo 10 µl roztoku pyridinu s DCC o koncentraci 

400 mg/ml. 

V dalším kroku byly zkoušeny fluorované chlormravenčany. Odparek Chol byl smíchán se 

150 µl vodného roztoku uhličitanu sodného o koncentraci 0,05 mol/l a s 50 µl směsi obsahující isooktan 

– TFECF (resp. HFBCF) o poměru 5:3 (v/v). Reakční směs byla míchána asi 10 s a poté bylo přidáno 50 µl 

uhličitanu sodného o koncentraci 0,1 mol/l s přidaným pyridinem (5:1, v/v) a opět bylo mícháno asi 

10 s. Nakonec bylo přidáno 50 µl isooktanu a po zamíchání byla odebrána část horní organické vrstvy 

do vialky a 1 µl vzorku byl dávkován do GC-MS. Pro případ derivatizace s TFECF byl také otestován 

přídavek DCC v pyridinu (koncentrace 400 mg/ml), podobně jako v případě s RCF.  

V druhé fázi byla testována derivatizace hydroxylové skupiny Chol pomocí různých 

chlormravenčanů v bezvodém prostředí. Pro tyto reakce byla použita organická rozpouštědla, která 

byla vysušena molekulovými síty. K vysušenému vzorku Chol v reakční nádobce se speciálním víčkem 
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(viz. kapitola 3.1.2.1.2) bylo přidáno 50 µl směsi isooktan – pyridin (9:1, v/v) a po krátkém míchání bylo 

přidáno 100 µl acetonitrilu. Poté bylo přidáno 100 µl směsi obsahující opět isooktan a příslušný 

chlormravenčan (byl testován MCF, ECF, iBCF, HCF, TFECF a HFBCF) v poměru 95:5 (v/v) a obsah byl 

míchán po dobu asi 20 s. Po vyčeření na dvě nemísitelné fáze byla do vialky odebrána část horní 

isooktanové vrstvy a 1 µl byl dávkován na kolonu do systému GC-MS. Postup s TFECF byl pak aplikován 

na několik dalších sterolů, dva hydroxysteroly, na hlavní androgenní steroidní hormon – testosteron, 

na dva stěžejní hormony ze skupiny estrogenů – estron a estradiol a čtyři tokoferoly, důležité v tucích 

rozpustné vitamíny, které patří mezi antioxidanty a jsou užitečné při prevenci vzniku 

kardiovaskulárních onemocnění a některých tipů rakovin [50, 51], jmenovitě – steroly: desmosterol, 

dihydrocholesterol, lathosterol, kampesterol, β-sitosterol a stigmasterol, hydroxy steroly: 22S-

hydroxycholesterol a 24S-hydroxycholesterol, steroidy: estron, estradiol a testosteron a tokoferoly: α-

tokoferol, β-tokoferol, γ-tokoferol a δ-tokoferol. 

Pro porovnání analytických vlastností derivatizační produktů byl standard Chol podroben 

silylaci s TMSI činidlem, aby se dala porovnat reaktivita a retenční chování běžného trimethylsilyl 

derivátu s novým typem karbonátu vzniklého po reakci s hydroxylovou skupinou Chol a příslušného 

chlormravenčanu. Postup derivatizace s TMSI, který je naší skupinou běžně používán k derivatizaci 

sacharidů [52, 53], byl následující: vysušený vzorek Chol byl znovu rozpuštěn ve 100 µl 

dimethylformamidu a poté bylo přidáno 30 µl TMSI. Vzorek byl uzavřen víčkem s teflonovým septem 

a zahříván na 80°C po dobu 30 minut. Po ochlazení na laboratorní teplotu bylo ke vzorku přidáno 100 µl 

isooktanu a po zamíchání a opětném vyčeření byla odebrána část horní vrstvy, jejíž 1 µl byl dávkován 

do GC-MS. Tento postup byl pak aplikován na stejný set látek, jako v případě TFECF. 

3.1.2.2 Výsledky a diskuse 

Pro studium reaktivity alicyklické hydroxylové skupiny s různými chlormravenčany byl vybrán 

jako modelová sloučenina Chol. Reakční schéma acylace Chol s TFECF je uvedeno na Obr. 2. 
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Obr. 2: Reakční schéma cholesterolu s trifluorethylchlormravenčanem (TFECF) a výsledný produkt – 

trifluorethoxy karbonát (TFEOC) cholesterolu. 
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Reaktivita hydroxy skupiny byla v první fázi zkoušena ve vodném prostředí, byly testovány již 

zaběhlé metodiky, které byly použity již dříve, například pro stanovení polárních metabolitů v lidských 

biotekutinách [41, 43, 45, 46, 54] nebo v průmyslových vodách [37, 49]. Chol byl podroben derivatizaci 

s různými chlormravenčany (MCF, ECF, iBCF, HCF, TFECF a HFBCF) a výsledné karbonáty byly měřeny 

na GC-MS. Pro vyhodnocení derivatizační účinnosti byl na GC-MS také měřen nezreagovaný Chol. 

Porovnání derivatizační účinnosti všech zkoušených chlormravenčanů ve vodném prostředí je uvedeno 

v Tab. 2 A. Z výsledků je patrné, že reaktivita hydroxylové skupiny Chol s RCF ve vodném prostředí je 

nízká, výtěžky reakce mezi 4 – 10 %, a že stoupá se zavedením fluorovaných chlormravenčanů (výtěžek 

41 % a 48 %). Dále se ukázalo, že vliv na reaktivitu má nahrazení samotného pyridinu za roztok pyridinu 

s DCC. Zde se výtěžek reakce zvedl z 5 % na 53 % u použití HCF a ze 41 % na 93 % při použití TFECF. 

Avšak ani u jednoho z použitých postupů se příslušný karbonát Chol nepřiblížil 100% výtěžku. Tudíž 

byla do studie zařazena další série pokusů, kde se testované reakce převedly do bezvodého prostředí. 

V bezvodém prostředí byla použita sušená rozpouštědla a speciální uzávěr na reakční nádobky, 

který umožňoval přidávání reakčních činidel stříkačkou skrz septum a tudíž bylo zamezeno zbytečnému 

styku reakčních směsí se vzdušnou vlhkostí. Ukázalo se, že reakční výtěžky jsou vyšší v bezvodém 

prostředí, ale ke kompletnímu vzniku požadovaného derivátu vedla pouze cesta při použití 

fluorovaných chlormravenčanů (TFECF a HFBCF). V této fázi byl pro porovnání také připraven 

trimethylsilyl ether Chol, kde došlo k 100% konverzi Chol na derivát. Kompletní výsledky jsou uvedeny 

v Tab. 2 B. TIC GC-MS chromatogram Chol a jeho derivátů vzniklých po reakci s různými 

chlormravenčany a TMSI v bezvodém prostředí je uveden na Obr. 3. 
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Tabulka 2: EI odezvy nederivatizovaného Chol a jeho alkyloxykarbonáty (ROC) měřeny jednotnými 

podmínkami na GC-MS. A: Příprava vzorku ve vodném prostředí. B: Příprava vzorku v bezvodém 

prostředí. 

2A: Vodné prostředí 

Analyt 
Derivatizační 

činidlo 
MMg 

RT 

(min) 

Chol       

PAh 

Chol-ROC        

PA 

Relativní EI odezva 

Chol-ROC (%) 

Chol  žádné 386,4 4,23 16212150 0 0 

Chol - MOCa MCF 444,4 4,78 15746879 1185249 7 

Chol - EOCb ECF 458,4 4,93 17052785 1894754 10 

Chol - iBOCc iBCF 486,4 5,28 19333588 805566 4 

Chol - HOCd HCF 514,4 5,81 20074728 1056565 5 

Chol - HOC HCF + DCCi 514,4 5,81 9842676 11099187 53 

Chol - TFEOCe TFECF 512,4 4,52 13746024 9552321 41 

Chol - TFEOC TFECF + DCC 512,4 4,52 1758047 23356924 93 

Chol - HFBOCf HFBCF 612,3 4,61 11416233 10538060 48 

2B: Bezvodé prostředí 

Analyt 
Derivatizační 

činidlo 
MM  

RT 

(min) 

Chol 

PA 

Chol-ROC        

PA 

Relativní EI odezva 

Chol-ROC (%) 

Chol  žádné 386,4 4,23 18762260 0 0 

Chol - TMS TMSI 458,4 4,45 0 21106631 100 

Chol - MOC MCF 444,4 4,78 14838147 6359205 30 

Chol - EOC ECF 458,4 4,93 14427267 4809089 25 

Chol - iBOC iBCF 486,4 5,28 12896723 6944388 35 

Chol - HOC HCF 514,4 5,81 11656353 10345633 47 

Chol - HOC HCF + DCC 514,4 5,81 3602825 17590266 83 

Chol - TFEOC TFECF 512,4 4,52 0 21477150 100 

Chol - HFBOC HFBCF 612,3 4,61 0 20847372 100 

EI MS odezva byla spočítána z TIC plochy píku (hmotový rozsah = m/z 100-700 Da) 

amethoxykarbonát,bethoxykarbonát,cisobutoxykarbonát, dhexyloxykarbonát, 

etrifluoroethoxykarbonát, fheptafluorobutoxykarbonát, gmonoisotopická hmotnost,hplocha píku, 

iN,N´-dicyklohexylkarbodiimid 
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Obr. 3: TIC GC-MS chromatogram cholesterolu (Chol) a jeho derivátů; nederivatizovaný Chol, jeho 

trimethylsilyl-ether (TMS_Chol) a karbonáty vzniklé po reakci Chol s různými chlormravenčany za 

bezvodých podmínek. Trifluoroethoxy karbonát – TFEOC_Chol, heptafluorobutoxy karbonát – 

HFBOC_Chol, methoxy karbonát – MOC_Chol, ethoxy karbonát – EOC_Chol, isobutoxy karbonát – 

iBOC_Chol, hexyloxy karbonát – HOC_Chol. 

 

Ukázalo se, že pro derivatizaci hydroxylové skupiny Chol je vhodná reakce s fluorovanými 

chlormravenčany v bezvodém prostředí. Tato nová metoda je velmi jednoduchá a zahrnuje pouze 

přidání směsi isooktanu s fluorovaným chlormravenčanem do vysušeného vzorku. Při vývoji optimální 

metodiky pro tuto reakci byly zkoušeny různé poměry chlormravenčanu a organického rozpouštědla. 

Zkoušené poměry byly v rozmezí 2 – 10 % (v/v) chlormravenčanu a jako optimální byl vybrán 5% obsah 

chlormravenčanu v isooktanu. V první fázi vývoje metody se po přidání pyridinu a příslušného 
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chlormravenčanu tvořila bílá sraženina pyridin hydrochloridu, která se následně rozpouštěla přidáním 

100 µl kyseliny chlorovodíkové o koncentraci 250 mmol/l v posledním kroku. Další vývoj metody vedl 

k tomu, že byl krok s přidáním kyseliny chlorovodíkové vynechán a nahrazen přídavkem acetonitrilu již 

ve druhém kroku, který vznikající sraženinu ihned rozpouští a navíc stejně jako vodná fáze odstraní 

polárnější nečistoty, tudíž dochází v jednom kroku k derivatizaci a k mikroextrakci na bázi kapalina – 

kapalina.  

Jak již bylo uvedeno výše, pro aplikaci metody na další sloučeniny byla vybrána nákladově 

nejpříznivější reakce s TFECF. Aby bylo dokázáno, že derivatizace je účinná i pro další skupiny látek, byl 

soubor analytů rozšířen o další živočišné a rostlinné steroly, o zástupce hydroxycholesterolů a 

steroidních hormonů a tokoferolů. Struktura všech zkoumaných standardů je uvedena na Obr.S.1.  

Ukázalo se, že vybrané modelové látky reagují obdobně za vzniku příslušných karbonátů, které 

v systému GC-MS poskytují jeden pík a dobře definovaná EI MS spektra. Druhá hydroxylová skupina, 

obsažená ve struktuře hydroxycholesterolů a některých steroidů také podléhá derivatizaci, stejně jako 

fenolický hydroxyl u tokoferolů. Velká přednost nové metody oproti derivatizacím se silylačními činidly 

spočívá ve skutečnosti, že keto skupina, je-li ve struktuře látky přítomna, zůstává po reakci nedotčena. 

U silylací je pro chránění keto skupiny potřebná její oximace.  

Pro separaci těchto analytů se ukázala jako nejvhodnější nepolární kapilární kolona a 16 

karbonátů bylo separováno během pěti minut v rozmezí teplot 240 – 300°C. TIC GC-MS chromatogram 

je uveden na Obr. 4, a všechny retenční charakteristiky, zahrnující monoisotopickou hmotnost, 

retenční čas a diagnostické EI fragmenty jsou v shrnuty Tabulce 3. 
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Tabulka 3: Analytické charakteristiky vyšetřovaných TFEOC derivátů 

Analyt 
RT 

(min) 

MMa Kvantifika ční 

ion 

Konfirma ční 

ion TFEOC der.  

Estron 3,22 396,1 396 352 

Testosteron 3,42 414,2 372 124 

Estradiol 3,57 524,1 524 236 

δ-Tokoferol 4,01 528,3 263 528 

β-Tokoferol 4,15 542,4 277 542 

γ-Tokoferol 4,20 542,4 277 542 

α-Tokoferol 4,32 556,4 165 556 

Cholesterol 4,58 512,3 368 353 

Dihydrocholesterol 4,66 514,4 499 514 

Desmosterol 4,64 510,3 366 253 

Lathosterol 4,70 512,4 399 512 

Kampesterol 4,78 526,4 382 213 

Stigmasterol 4,83 538,4 394 255 

22S-Hydroxychoelsterol 4,83 654,3 510 366 

β-Sitosterol 4,96 540,4 396 381 

24S-Hydroxychoelsterol 5,03 654,3 510 366 

aMM = monoisotopická hmotnost 
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Obr. 4: TIC GC-MS separace 16 vyšetřovaných analytů na 15 m × 0.25 mm i.d. DB-1HT kapilární 

chromatografické koloně. 

 

EI hmotnostní spektra všech vyšetřovaných látek jsou shrnuta na Obr. S.2. Nahrazením vodíku 

v hydroxylové skupině za TFEOC skupinu je molekulová hmotnost zvýšena o 126 Da. Pro derivát Chol 

je charakteristická neutrální ztráta trifluoroethyl hydrogenkarbonátové části [TFEOCOOH, M+• - 144] 

při čemž dojde ke stabilizaci náboje a ke vzniku kation-radikálu na Chol skeletu (M+•= 368,2). Jak je 

patrné z hmotnostního spektra, molekulární ion je u sterolů velmi slabý, intenzita se zvyšuje u derivátů 

lathosterolu a dihydrocholesterolu. Je to patrně způsobeno rozdílnou stabilitou sterolového skeletu 

díky nepřítomností dvojné vazby na druhém jádře ve sterolovém skeletu mezi uhlíky na pozici 5 a 6. 

Pokud je přítomna druhá hydroxylová skupina ve sterolovém skeletu (v případě hydroxycholesterolů a 

estradiolu), dochází opět k charakteristické ztrátě TFEOCOOH [M+• - 144] za vzniku fragmentu m/z 510 

doprovázeného následnou ztrátou druhé TFEOCOOH skupiny (fragment m/z 366).  

U tokoferolů je fragmentace v EI spektru rozdílná díky přítomnosti aromatického jádra, které 

stabilizuje výskyt zřetelného M+• iontu. Charakteristické hlavní fragmentové ionty jsou M+• - 225 a M+• 

- 224, které reprezentují postupné štěpení alkylového řetězce s přenosy vodíku, doprovázené dále 

ztrátou isoprenoidové skupiny (ion  M+• - 265) [55]. V souhrnu všechny zkoumané deriváty steroidů 
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s TFECF poskytují EI spektra s vysoce charakteristickými fragmentovými ionty vhodnými pro jejich 

identifikace a citlivé stanovení na GC-MS. 

U zkoumaných derivátů byla dále proměřena spektra pozitivní (PICI) a negativním (NICI) 

chemické ionizace. Jako ionizační plyn byl testován isobutan a amoniak. V isobutanových PICI 

spektrech sterolů byl pozorován jako nejintenzivnější ion po ztrátě trifluoroethyl 

hydrogenkarbonátové skupiny. Experimenty ukázály, že karbonátová skupina je velmi labilní a dochází 

k jejímu odštěpení i za nižších ionizačních podmínek. V PICI spektrech při použití amoniaku byl 

pozorován pouze málo intenzivní ion [M+NH4
+].  

PICI spektra cholesterolu jsou uvedena na Obr. S.3.  

NICI spektra testovaných látek obsahovala vesměs málo použitelné fragmenty u nižších m/z, 

proto bylo od jejich dalšího studia upuštěno.  

3.1.3 Aplikace metody pro stanovení sterolů a tokoferolů v lidském séru a plodové vodě 

a její validace. 

3.1.3.1 Experimentální část 

3.1.3.1.1 Chemikálie 

5-α-Cholestan a cholesteryl palmitát byly pořízeny u Sigma-Aldrich (Praha, Česká Republika), 

hydroxid draselný byl koupen u firmy Merck (Praha, Česká Republika). Dihydrocholesterol, α-tokoferol, 

β-tokoferol, γ-tokoferol, δ-tokoferol, ethanol, isooktan, pyridin, TFECF, lathosterol, kampesterol, 

stigmasterol, β-sitosterol, desmosterol, n-hexan, acetonitril, methanol – viz. sekce 3.1.2.1.1. 

3.1.3.1.2 Biologický materiál 

Soubor dvaceti reálných vzorků lidského séra matek před a po porodu (deset matek, každá 10 

vzorků před porodem a 10 vzorků po porodu) a pět vzorků plodové vody byly poskytnuty Dr. Martinem 

Hillem (Endokrinologický ústav, Praha, Česká Republika) a uchovány při teplotě −80°C. Pro vývoj 

metody bylo použito sérum, které bylo získáno od pěti zdravých dobrovolníků a směsná plodová voda, 

která byla připravena smícháním z obdržených vzorků. 

3.1.3.1.3 Vybavení laboratoře 

Pro odpařování vzorků do sucha po saponifikaci byla použita vakuová odparka Thermo Fisher 

Scientific Jouan RC 10.10 (Trigon Plus, Praha, Česká Republika). 

Zbylé vybavení viz. sekce 3.1.2.1.2. 

3.1.3.1.4 Příprava zásobních a kalibračních roztoků 

Zásobní roztoky sterolových a tokoferolových standardů, cholesteryl palmitátu a 5-α-

cholestanu, který byl použit jako interní standard (I.S.) byly připraveny v ethanolu o koncentraci 

1 mg/ml. Kalibrační roztoky standardů sterolů (6 koncentračních hladin) byly připraveny postupným 

ředěním zásobního roztoku ethanolem na koncentrace v rozmezí 0,25 – 50 µg/ml (0,25, 0,5, 2,5, 5, 25a 
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50 µg/ml). Tokoferolové kalibrační roztoky byly naředěny stejným způsobem, ale na koncentrace 

v rozmezí 0,75 – 150 µg/ml (0,75, 1,5, 7,5, 15, 75 a 150 µg/ml). Roztok I.S. byl naředěn ethanolem na 

koncentraci 50 µg/ml. 

3.1.3.1.5 Kvantifikace a validace metody, příprava reálných vzorků 

Pro kvantitativní stanovení vybraných analytů v biotekutinách byla vybrána derivatizační 

metoda s TFECF (viz. sekce 3.1.2.1.3) a deriváty byly měřeny na GC-MS za stejných podmínek jak již 

bylo popsáno výše (viz. sekce 3.1.2.1.2). Analyty byly ale měřeny v režimu SIM (selected ion 

monitoring) skenovacím módu. Pro každý analyt byl vybrán kvantifikační a konfirmační ion (viz. Tabulka 

3) a detekován v hmotovém okně 1,2 Da v čase 25 ms.  

Obsah všech sterolů (volných i vázaných) a tokoferolů byl stanoven po saponifikaci každého 

vzorku pomocí hydroxidu draselného o koncentraci 2 mol/l v 90% ethanolu. Obsah byl zahříván na 

teplotu 60°C po dobu 120 min [56]. Účinnost saponifikace byla ověřena dvěma metodami: 

1) První ověření bylo provedeno pomocí cholesteryl palmitátu. 1 µl standardního roztoku cholesteryl 

palmitátu byl smíchán s 250 µl hydroxidu sodného o koncentraci 2 mol/l v 90% etanolu a hydrolyzován 

při 60°C po 120 minut. Směs byla po vychladnutí extrahována 500 µl n-hexanu a 300 µl hexanové části 

bylo odebráno do derivatizační nádobky. Po odpaření do sucha byl obsah derivatizován metodou 

s TFECF. Pokus byl opakován třikrát.  

2) Vybrané sérum a plodová voda (každý 3×) bylo saponifikováno a nepolární složky byly extrahovány 

do n-hexanu stejným způsobem, jako je popsáno v bodu 1). Po odpaření hexanové fáze byl vzorek 

rozpuštěn 300 µl methanolu a byla sledována přítomnost triglyceridů a diglyceridů na HPLC-MS na RP-

koloně, Gemini C18, 110 A, 150 x 2 mm i.d., 3 µm (Phenomenex, CA, USA). Tato metoda byla podrobně 

popsána v publikaci [57]. 

Příprava vzorků biotekutin byla následující: 100 µl každé biotekutiny (sérum či plodová voda) 

bylo smícháno s 10 µl zásobního roztoku I.S. v derivatizačních nádobkách a po zamíchání bylo přidáno 

saponifikační médium (250 µl hydroxidu draselného (c = 2 mol/l) v 90% etanolu) a tato směs byla 

zahřívána na 60°C po dobu 120 minut. Po vychladnutí byl obsah extrahován 500 µl n-hexanu, poté bylo 

odebráno 300 µl hexanové vrstvy do nové derivatizační nádobky a obsah byl odpařen do sucha na 

vakuové odparce. K suchému odparku bylo přidáno 50 µl směsi isooktan/pyridin (9:1, v/v), mícháno asi 

10 s a po přidání 100 µl acetonitrilu a 100 µl směsi isooktanu/TFECF (95:5, v/v) bylo obsahem mícháno 

asi 20 s. Po reakci bylo odebráno 50 µl horní isooktanové vrstvy do vialky a 1 µl vzorku byl dávkován 

na kolonu GC-MS. Schematický postup je znázorněn na Obr. 5 a zahrnuje saponifikaci vzorku, extrakci 

sterolů a tokoferolů do hexanu, odpaření rozpouštědla, derivatizaci s TFECF a GC-MS analýzu. 

Kalibrace byla provedena metodou standardního přídavku. Ke kontrolnímu séru a kontrolní 

plodové vodě bylo přidáno 10 µl standardního roztoku I.S. a 20 µl kalibračního roztoku, který obsahoval 
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stanovované steroly a tokoferoly v šesti koncentračních hladinách. Finální přidané koncentrace sterolů 

a tokoferolů v matrici byly následující: 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5 a 10 µg/ml pro steroly a 0,15, 0,3, 1,5, 3, 15 a 

30 µg/ml pro tokoferoly. Vzorky byly dále saponifikovány a poté derivatizovány s TFECF a měřeny na 

GC-MS, jak je již popsáno výše. Každý analyt byl posléze vyhodnocen jako poměr ploch analytu a I.S. 

(5-α-cholestan, finální koncentrace v biotekutinách byla 5 µg/ml) a byla vynesena kalibrační závislost 

poměru ploch na koncentraci. Vzorky séra a plodové vody se standardními přídavky na nejvyšší, střední 

a nejnižší hladině (0,05, 1 a 10 µg/ml pro steroly a 0,15, 3 a 30 µg/ml pro tokoferoly) byly použity pro 

určení dalších validačních parametrů vyvinuté metody.  

Mezi validační parametry patří vyhotovení kalibrační závislosti, určení limitu detekce (v případě 

metody standardního přídavku určení tzv. nízkého limitu stanovení = LLOQ – lower limit of 

quantification), preciznosti (anglický ekvivalent = precision), přesnosti (anglický ekvivalent = accuracy), 

výtěžnosti (anglický ekvivalent = recovery) a stability. Všechny tyto parametry byly stanoveny v souladu 

s doporučeními [58]. Což znamená, že LLOQ bylo stanoveno jako nejnižší bod kalibrační přímky po 

analýze vzorku s nejnižším standardním přídavkem na GC-MS a tento bod musel být změřen se 

shodností 20 % a s přesností v rozmezí 80 – 120 % (n = 5). Preciznost a přesnost byla stanovena 

analýzou kontrolních vzorků v jedné sérii (within-run) a ve 14-ti denní periodě (between-run) (n=5). 

Návratnost byla také určena z kontrolních vzorků a to tak, že nejprve byla určena přírodní koncentrace 

každého sterolu a tokoferolu a pak změřena koncentrace přidaná. Tyto dvě hodnoty byly porovnány 

a návratnost byla spočtena podle vzorce: (naměřená koncentrace – přírodní koncentrace)/přidaná 

koncentrace × 100. Stabilita TFEOC derivátů byla vyhodnocena také z kontrolních vzorků a to pouze 

z těch, kde byla přidána střední koncentrační hladina. Každý pokus byl připraven ve třech provedeních. 

V prvním případě byl vzorek po derivatizaci uchován při pokojové teplotě a v druhém případě v lednici 

o teplotě 4°C. Stabilita derivátů byla měřena v pravidelných intervalech po dobu 72 hodin. Koncentrace 

analytů byla navíc porovnána se vzorky, které byly vždy připraveny každý den čerstvě. 

3.1.3.2 Výsledky a diskuse 

Nová analytická metoda popisována v této studii byla použita pro stanovení 10 sterolů a 

tokoferolů v lidském séru a v plodové vodě. Vzorový chromatogram všech stanovovaných analytů 

v lidském séru je vyobrazen na Obr. 6. Před aplikací na reálné vzorky byla tato metoda validována. 

Steroly se v biotekutinách vyskytují jak ve volné formě, tak ve formě vázané, tudíž byl každý vzorek 

před derivatizací podroben saponifikaci [56]. Funkčnost saponifikačního procesu byla ověřena dvěma 

metodami, jejichž postup je popsán v experimentální části. U prvního ověření bylo prokázáno, že se 

všechen cholesteryl palmitát přemění na volný cholesterol (měřeno na GC-MS) a tedy, že saponifikace 

byla úspěšná a u druhého prověření se zkoumala přítomnost triglyceridů a diglyceridů ve vzorku 

(měřeno na HPLC-MS) a jejich nepřítomností bylo potvrzeno, že saponifikace proběhla úplně. 
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100  séra/plodové vodyµl

SAPONIFIKACE
250  2M KOH v 90% EtOHµl

60 , 120 min°C

EXTRAKCE
500  n-hexanµl

GC-MS

Derivatizace TFECF
50 isooctan-pyridin (9 : 1, v/v) µl 

0  acetonitril10  µl
-TFECF (95 : 5, v/v)100 µl isooctan

Horní vrstva do vialky

Odpaření do sucha
300 l aliquotµ

 

Obr. 5: Postup přípravy vzorku pro kvantitativní stanovení šesti sterolů a čtyř tokoferolů v lidském 

séru a v plodové vodě. 
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Obr. 6: Charakteristické SIM GC-MS chromatogramy sterolů a tokoferolů detekovaných v séru 

těhotné ženy (vzorek Wb4). 

 

Všechna validační kritéria byla splněna. Kalibrační data zahrnující kalibrační rovnice, rozsah 

kvantifikace, hodnotu regresního koeficientu a LLOQ jsou uvedeny v Tabulce 4. Preciznost měřená 

v jedné sérii (within-run) byla v rozsahu 0,9 – 19,5 % a ve 14-ti denní periodě (between-run) byla 

v rozsahu 0,2 – 19 %. Výsledky pro jedno sériové měření (within-run) přesnosti byly v rozmezí 80 – 

115 % a pro měření ve 14-ti denní periodě (between-run) byly v rozsahu 82 – 122 %. Výtěžnost byla 

v rozmezí 90 – 110 % v lidském séru a v rozmezí 92 – 110 % v plodové vodě. Pro lidské sérum jsou tyto 

výsledky podrobně uvedeny v Tab. S.1. TFEOC deriváty byly shledány stabilní, odchylka jednotlivých 

měření byla ±12 % a to je v tolerančním limitu.  
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Tabulka 4: Kalibrační data pro GC-MS stanovení kontrolního séra a plodové vody. 

Analyt-TFEOC der.  
RT 

(min)  

Rozsah 

kvantifikace 

(µg/ml) 

Regresní 

rovnice 

(sérum) 

R2 

(sérum)  

Regresní 

rovnice 

(plodová voda)  

R2 

(plodová 

voda) 

LLOQ* 

(µg/ml)  

5-α-Cholestan 3,69 5 Interní standard (I.S.) 

δ-Tokoferol 4,01 0,15 - 30 0,0075x−0,0008 0,9907 n.d.a n.d. 0,15 

β-Tokoferol 4,15 0,15 - 30 0,0163x−0,0022 0,9986 n.d. n.d. 0,15 

γ-Tokoferol 4,20 0,15 - 30 0,0220x+0,0113 0,9531 n.d. n.d. 0,15 

α-Tokoferol 4,32 0,15 - 30 0,0141x−0,0030 0,9796 n.d. n.d. 0,15 

Dihydrocholesterol 4,64 0,05 - 10 0,0216x+0,0011 0,9983 0,0234x−0,0027 0,9995 0,05 

Desmosterol 4,66 0,05 - 10 0,0400x+0,0409 0,9746 0,0364x−0,0081 0,9959 0,05 

Lathosterol 4,68 0,05 - 10 0,0644x+0,0101 0,9992 0,0418x−0,0030 0,9991 0,05 

Kampesterol 4,77 0,05 - 10 0,0932x+0,0123 0,9994 0,1015x−0,0152 0,9994 0,05 

Stigmasterol 4,83 0,05 - 10 0,0472x−0,0012 0,9998 0,0797x−0,0058 0,9997 0,05 

β-Sitosterol 4,93 0,05 - 10 0,0352x+0,0095 0,9978 0,1005x−0,0117 0,9997 0,05 

an.d.= nestanoveno; * LLOQ je nejnižší bod kalibrační přímky a je stejný pro sérum i plodovou vodu 

 

Po úspěšné validaci byla metoda aplikována na reálné vzorky. Jednalo se o soubor dvaceti 

vzorků krevního séra deseti matek, vždy před a po porodu a pěti vzorků plodové vody (viz. 

experimentální část). Nalezené koncentrace stanovovaných celkových sterolů a tokoferolů se 

shodovaly s hodnotami, které byly naměřeny v dřívějších studiích [59, 60, 61 – 72]. Koncentrace 

prekursorů cholesterolu – dihydrocholesterolu a lathosterolu se pohybovala v rozmezí 0,08 – 

32,4 µg/ml, byla vyšší před porodem. Desmosterol byl nalezen v rozmezí 0,3 – 10,5 µg/ml a měl 

podobné koncentrační hladiny v séru před i po porodu. Také rostlinné steroly nejevily významné rozdíly 

před a po porodu. Kampesterol se vyskytoval v rozmezí 1,4 – 6,9 µg/ml, β-sitosterol mezi 0,7 – 5,7 

µg/ml a stigmasterol v rozmezí 0,07 – 1,7 µg/ml. Tento trend je v souladu s dříve publikovanými 

výsledky. Výsledky těchto měření jsou podrobně uvedeny v Tab. 5.  

Hladiny tokoferolů se pohybovaly v  rozmezí popsaných v dřívějších pracech [64 – 72], (Tab. 5). 

Koncentrace stanovovaných analytů v plodové vodě byla nižší, než u séra, pro dihydrocholesterol 

v rozmezí 0,29 – 1,8 µg/ml, pro lathosterol mezi 0,7 – 1,3 µg/ml, desmosterol 0,3 – 0,7 µg/ml, 

kampesterol kolem 0,2 µg/ml, pro β-sitosterol okolo 0,5 µg/ml a pro stigmasterol kolem 0,1 µg/ml 

(Tab. 6). V plodové vodě nebyly tokoferoly detekovány.  
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Tabulka 5: Koncentrační hladiny (µg/ml) měřených sterolů a tokoferolů v séru deseti zdravých žen před porodem (Wb) a po porodu (Wa). Výsledky vyjádřeny 

jako střední hodnota (n = 3) ± směrodatná odchylka. 

  Dihydrocholesterol Desmosterol Lathosterol Kampesterol Stigmasterol β-Sitosterol α-Tokoferol β-Tokoferol γ-Tokoferol δ-Tokoferol 
aWb1 32,38 ± 1,53 0,60 ± 0,01 7,44 ± 0,21 5,14 ± 1,09 1,73 ± 0,31 5,72 ± 0,09 9,90 ± 0,28 0,91 ± 0,10 0,44 ± 0,02 n.d.c 
bWa1 2,64 ± 0,22 0,55 ± 0,01 5,42 ± 0,11 2,51 ± 0,03 0,06 ± 0,00 1,53 ± 0,06 3,19 ± 0,08 0,80 ± 0,07 0,07 ± 0,00 n.d. 

Wb2 1,73 ± 0,41 0,85 ± 0,06 4,57 ± 0,35 4,85 ± 0,24 0,06 ± 0,01 2,85 ± 0,15 14, 10 ± 0,11 0,92 ± 0,09 0,11 ± 0,01 n.d. 

Wa2 0,70 ± 0,19 0,64 ± 0,06 2,12 ± 0,19 3,95 ± 0,14 0,07 ± 0,01 1,94 ± 0,05 2,52 ± 0,05 0,64 ± 0,02 n.d. n.d. 

Wb3 12,42 ± 1,49 0,81 ± 0,10 2,47 ± 0,20 2,08 ± 0,42 0,40 ± 0,10 1,85 ± 0,32 9,33 ± 0,31 1.18 ± 0.27 0,32 ± 0,02 n.d. 

Wa3 0,48 ± 0,08 0,90 ± 0,05 1,57 ± 0,03 1,35 ± 0,07 0,04 ± 0,00 0,77 ± 0,07 7,18 ± 1,05 0.61 ± 0.09 n.d. n.d. 

Wb4 5,94 ± 0,02 0,26 ± 0,02 4,82 ± 0,01 6,93 ± 0,04 0,03 ± 0,00 4,85 ± 0,04 0,40 ± 0,02 0,52 ± 0,01 1,15 ± 0,21 0,72 ± 0,14 
Wa4 0,94 ± 0,01 0,36 ± 0,01 0,82 ± 0,01 6,73 ± 0,23 0,24 ± 0,01 3,87 ± 0,13 0,24 ± 0,04 0,52 ± 0,01 1,23 ± 0,92 0,74 ± 0,02 
Wb5 13,45 ± 2,71 0,65 ± 0,01 1,90 ± 0,45 1,26 ± 0,19 0,29 ± 0,08 0,78 ± 0,16 12, 20 ± 1,10 0,66 ± 0,04 n.d. n.d. 

Wa5 4,33 ± 0,74 0,70 ± 0,03 0,08 ± 0,01 1,55 ± 0,16 0,05 ± 0,00 0,85 ± 0,01 1,22 ± 0,03 0,35 ± 0,03 n.d. n.d. 

Wb6 4,32 ± 0,62 10,50 ± 2,21 3,57 ± 0,32 3,64 ± 0,04 1,45 ± 0,14 3,72 ± 0,08 12, 30 ± 0,41 1,50 ± 0,02 1,52 ± 0,61 0,66 ± 0,01 
Wa6 2,57 ± 0,04 0,96 ± 0,11 1,81 ± 0,11 5,70 ± 0,21 0,82 ± 0,09 2,84 ± 0,11 6,19 ± 0,16 0,67 ± 0,01 1,09 ± 0,09 0,74 ± 0,03 
Wb7 3,16 ± 0,18 0,46 ± 0,04 2,61 ± 0,08 3,59 ± 0,13 0,61 ± 0,02 2,70 ± 0,05 1,29 ± 0,50 0,26 ± 0,01 0,70 ± 0,07 0,67 ± 0,01 
Wa7 1,04 ± 0,08 0,30 ± 0,01 0,84 ± 0,06 3,81 ± 0,02 0,68 ± 0,01 2,28 ± 0,25 1,42 ± 0,05 0,25 ± 0,03 0,68 ± 0,01 0,66 ± 0,00 
Wb8 2,05 ± 0,17 0,71 ± 0,02 3,13 ± 0,12 4,66 ± 0,07 0,61 ± 0,03 2,64 ± 0,19 4,19 ± 0,08 0,38 ± 0,02 0,79 ± 0,05 0,71 ± 0,01 
Wa8 1,67 ± 0,04 0,50 ± 0,01 1,30 ± 0,04 2,86 ± 0,12 0,56 ± 0,01 1,97 ± 0,03 3,00 ± 0,01 0,55 ± 0,06 0,98 ± 0,11 0,81 ± 0,00 
Wb9 2,45 ± 0,03 0,56 ± 0,04 3,37 ± 0,31 4,20 ± 0,03 0,49 ± 0,05 2,56 ± 0,02 1,94 ± 0,05 0.29 ± 0.01 0,74 ± 0,02 0,67 ± 0,02 
Wa9 1,98 ± 0,21 0,48 ± 0,01 2,16 ± 0,01 2,66 ± 0,11 0,34 ± 0,01 2,01 ± 0,09 5,04 ± 0,22 0.35 ± 0.02 0,85 ± 0,05 0,68 ± 0,10 
Wb10 5,80 ± 0,18 0,56 ± 0,01 3,52 ± 0,20 2,63 ± 0,08 0,49 ± 0,05 4,12 ± 0,61 5,75 ± 0,11 0,80 ± 0,04 1,20 ± 0,18 0,64 ± 0,05 
Wa10 3,91 ± 0,26 0,47 ± 0,02 1,32 ± 0,07 5,25 ± 0,20 0,62 ± 0,02 3,53 ± 0,07 2,00 ± 0,05 0,43 ± 0,01 0,86 ± 0,01 0,66 ± 0,08 

aWb1 = vzorek žena 1 před porodem, bWa1 = vzorek žena 1 po porodu, cn.d.= nedetegováno 
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Tabulka 6: Koncentrační hladiny (µg/ml) sterolů a tokoferolů v plodové vodě získané od pěti žen v posledním trimestru těhotenství. Výsledky vyjádřeny jako 

střední hodnota (n = 3) ± směrodatná odchylka. 

  Dihydrocholesterol Desmosterol Lathosterol Kampesterol Stigmasterol β-Sitosterol α-Tokoferol β-Tokoferol γ-Tokoferol δ-Tokoferol 

W1a 0,32 ± 0,01 0,38 ± 0,03 1,09 ± 0,17 0,19 ± 0,01 0,08 ± 0,00 0,15 ± 0,01 n.d.b n.d. n.d. n.d. 

W2 0,40 ± 0,08 0,36 ± 0,01 1,31 ± 0,15 0,17 ± 0,00 0,08 ± 0,00 0,14 ± 0,01 n.d. n.d. n.d. n.d. 

W3 1,82 ± 0,14 0,67 ± 0,02 16,49 ± 0,69 0,23 ± 0,00 0, 10 ± 0,01 0,23 ± 0,00 n.d. n.d. n.d. n.d. 

W4 0,32 ± 0,03 0,33 ± 0,01 0,85 ± 0,04 0,17 ± 0,01 0,08 ± 0,00 0,16 ± 0,02 n.d. n.d. n.d. n.d. 

W5 0,29 ± 0,03 0,34 ± 0,02 0,70 ± 0,04 0,18 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,15 ± 0,01 n.d. n.d. n.d. n.d. 
aW1 = vzorek žena 1, bn.d. = nedetegováno. 
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3.1.4 Aplikace metody pro stanovení sterolů v membránách hmyzu Pyrrhocoris apterus. 

3.1.4.1 Experimentální část 

3.1.4.1.1 Chemikálie 

13C2 Cholesterol byl od firmy Cambridge Isotopes Laboratories, Inc. (Andover, USA), 

dichlormethan a chloroform byl zakoupen od firmy Merck (Praha, Česká republika) a ethyl-acetát od 

Sigma-Aldrich (Praha, Česká republika). Acetonitril, n-hexan, γ-tokoferol, δ-tokoferol, isooktan, pyridin, 

kampesterol, β-sitosterol, cholesterol, TFECF a methanol – viz. sekce 3.1.2.1.1. 

3.1.4.1.2 Biologický materiál 

Dospělí jedinci hmyzu ruměnice pospolné (Pyrrhocoris apterus) byli ručně sbíráni ve volné 

přírodě v okolí Českých Budějovic v pravidelném období v roce 2011. Sledované vzorky zahrnovaly 

soubor přezimující generace a pak 1. a 2. generace rodící se během roku. Detailně popsáno v tabulce 

7. 

 

Tabulka 7: Popis vývojového/reprodukčního stavu dospělce P. apterus použitého pro analýzy. 

Generace hmyzu Datum sběrua Vývojový/reprodukční stav 

Přezimující 

18. 1. Konec reprodukční diapauzy, post-diapauzní klid 

10. 3. Post-diapauzní klid 

20. 5.  Reprodukce (pářící páry) 

1. 
20. 6. Reprodukce (pářící páry, z volné přírody) 

28. 7. Reprodukce (pářící páry, venkovní klec) 

1. a 2.  

17. 9. Udržování reprodukční diapauzy, teplá aklimatizace 

1. 11. Udržování/ukončení reprodukční diapauzy, studená aklimatizace 

7. 12. Ukončení reprodukční diapauzy, studená aklimatizace 
a Všechen hmyz byl sbírán během roku 2011. 

 

3.1.4.1.3 Vybavení laboratoře 

SPE kolonky aminopropyl silica Bond Elut LRC-NH2 od Agilent Technologies (CA, USA). Zbylé 

vybavení viz. sekce 3.1.2.1.2 a 3.1.3.1.3. 

3.1.4.1.4 Příprava zásobních roztoků 

13C2 Cholesterol, který se používal jako I.S., byl rozpuštěn v isooktanu na koncentraci 

2.5 nmol/µl. 

3.1.4.1.5 Příprava reálných vzorků 

Hmyzí jedinec byl rozdělen na dvě části, na tzv. thorax (obsahující svalovou tkáň) a na tzv. břišní 

tuk. Každý vzorek obsahoval tkáň ze třech jedinců a byl připraven ve čtyřech opakováních. Všechny 

lipidy byly ze vzorků extrahovány použitím směsi chloroform : methanol (2 : 1, v/v) dle zavedené 

Folchovy metody [73, 74]. Poté byl obsah odpařen do sucha pod proudem dusíku, bylo přidáno 
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2,5 nmol I.S., 2 ml extrakční směsi acetonitril : voda (8 : 2, v/v) a 1 ml n-hexanu. Vzorkem bylo mícháno 

po dobu 30 sekund. Pro analýzu nepolárních lipidů byla odebrána hexanová fáze, která byla dále 

frakcionována pomocí SPE. Obdržené frakce byly následující: 1. frakce obsahovala steryl estery (eluent 

byl n-hexan), 2. frakce obsahovala triglyceridy (eluentem byla směs n-hexan : dichlormethan, 8 : 2, v/v) 

a třetí frakce obsahovala tokoferoly, steroly a diglyceridy (eluent byla směs n-hexanu a ethyl-acetátu, 

7 : 3, v/v). Po rozdělení byla dále zpravována 3. frakce, která byla odpařena na vakuové odparce do 

sucha a poté podrobena derivatizaci s TFECF. Postup byl následující: 50 µl reakčního media 

obsahujícího směs pyridinu a isooktanu v poměru 9 : 1 (v/v) bylo přidáno k vysušenému vzorku a 

vzorkem bylo krátce zamícháno, po přidání 100 µl acetonitrilu, 100 µl směsi TFECF s isooktanem 

v poměru (5 : 95, v/v) a promíchání byla odebrána část horní isooktanové vrstvy do vialky a 1 µl vzorku 

byl dávkován na kolonu na GC-MS. Podmínky nastavení GC-MS viz. kapitola 3.1.2.1.2.Semikvantitativní 

odhad množství sterolů a tokoferolů byl spočítán jako poměr plochy píku analytu a plochy píku I.S. o 

známé koncentraci dle vzorce: c (analytu) (nmol/vzorek) = (plocha píku analytu / plocha píku I.S. )*2,5. 

Konečné výsledky byly vyjádřeny v mol% jako poměr počtu mol analytu na počet mol fosfolipidů*100. 

Stanovení fosfolipidů nebylo součástí této práce a přesný postup je uveden v publikaci [2]. 

3.1.4.2 Výsledky a diskuse 

Ve vzorcích byly identifikovány tři různé steroly, cholesterol, β-sitosterol a kampesterol. 

Sezonní změny v relativním zastoupení jednotlivých sterolů jsou ukázány na Obr. 7. 

 Obsah cholesterolu byl relativně nízký, v rozsahu 0,2 – 0,4 mol% ve svalové tkáni a mezi 0,5 – 

0,8 mol% v tukové tkáni. Rostlinné steroly (β-sitosterol a kampesterol) byly obsaženy ve vyšším 

množství, kampesterol v rozmezí 1,2 – 2,5 mol% ve svalové tkáni a 1,5 – 4,6 mol% v tukové části, β-

sitosterol mezi 5,1 – 8,0 mol% ve svalové tkáni a 6,8 – 15,2 mol% v tukové tkáni. Zatímco zastoupení 

cholesterolu byla během roku téměř stejné u obou tkání, oba rostlinné steroly vykazovaly podobné 

sezonní trendy, minimum během jara a léta a maximum během podzimu a zimy.  

Ve vzorcích byly dále nalezeny dva izomery tokoferolu. δ-Tokoferol se vyskytoval v rozmezí 0,1 

– 1,2 mol% ve svalech a 0,3 – 5,5 mol% v tukové tkáni a γ-tokoferol mezi 3,0 – 8,6 mol% ve svalové 

části a 9,1 – 31,3 mol% v tukové části. Přehled změn obsahu tokoferolů během kalendářního roku 

zachycuje obrázek 8. 
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(A) 

 

(B) 

 

Obrázek 7: Sezonní změny obsahu sterolů ve svalových tkáních (A) a v tukové části (B) dospělců 

Pyrrhocoris apterus. Na ose x jsou jednotlivé měsíce roku, každý bod je průměrem ze čtyř nezávislých 

vzorků (každý vzorek obsahuje tkáň ze třech jedinců) [2]. 
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(A) 

 

(B) 

 

Obrázek 8: Sezonní změny obsahu tokoferolů ve svalových tkáních (A) a v tukové části (B) dospělců 

Pyrrhocoris apterus. Na ose x jsou jednotlivé měsíce roku, každý bod je průměrem ze čtyř nezávislých 

vzorků (každý vzorek obsahuje tkáň ze třech jedinců) [2]. 

 

Hlavní potravou testovaného hmyzu jsou lipová semínka, avšak příležitostně se živí mrtvými 

bezobratlými živočichy, což vysvětluje přítomnost cholesterolu v jeho tkáních. V tukové tkáni bylo 

nalezeno vyšší množství sterolů než ve svalové části, což je v souladu s očekávanými výsledky, protože 

tuková tkáň slouží jako zásobárna lipidů, včetně sterolů [75, 76]. Tokoferoly představují minoritní, ale 

nezbytnou složkou buněčných membrán, jejich koncentrace u bezobratlých se pohybuje 
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mezi 0,1 –  1,0 mol% [77]. V této studii jsme pomocí nové metody detekovali nezvykle vysoké 

zastoupení γ a δ-tokoferolů, a stejně jako v případě rostlinných sterolů, jejich vyšší hladiny byly 

nalezeny v tukových tkáních. Zdrojem těchto tokoferolů jsou patrně lipová semínka, kde jsou tyto dva 

tokoferoly hojně zastoupeny [2]. Nová metoda pro stanovení tokoferolů tak přispěla k lepšímu poznání 

sezonních sezónních metabolických změn v buněčných membránách modelového druhu hmyzu, 

ruměnice pospolné (Pyrrhocoris apterus). 
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3.2 Zkoumání reaktivity protických metabolitů s heptafluorbutylchlor-

mravenčanem a jejich GC-MS analýza v moči. 

3.2.1 Úvod 

Lidská moč je komplexní biotekutina, která kromě vody, anorganických solí, močoviny, 

těkavých látek a organických sloučenin iontové povahy, obsahuje také velké množství malých polárních 

metabolitů s protickými funkčními skupinami. Obsah těchto látek v moči odráží celkový stav 

organismu. Jelikož je odběr moči neinvazivní, je analýza moči široce využívána v diagnostice a jsou 

vyvíjeny stále nové metody rozšiřující metabolomické stanovení. Mezi nejčastější patří techniky 

separační spojené s hmotnostní spektrometrií, které se zabývají cílenou metabolomickou analýzou i 

metabolickým profilováním [6, 78, 79]. 

V této studii byla vyvinuta nová GC-MS metoda pro cílené stanovení protických metabolitů 

v moči. Byly zde studovány reakční produkty a analytické vlastnosti více než 150 známých metabolitů, 

zejména s amino a karboxylovou skupinu. Vyvinutá metoda zahrnuje okamžitou konverzi disulfidických 

můstků na příslušné thioly pomocí tris-(3-hydroxypropyl) fosfinu (THP) následovanou derivatizací 

s HFBCF katalyzovanou pyridinem. Deriváty poté obsahují vysoce nepolární heptafluorbutylovou část 

a během reakce jsou současně extrahovány od isooktanové nemísitelné vrstvy (tzv. liquid-liquid 

mikroextrakce, LLME), kterou lze přímo analyzovat technikou GC-MS [3].  

3.2.2 Experimentální část 

3.2.2.1 Vzorky moči 

Vzorky moči byly získány od zdravých dospělých osob, které pravidelně navštěvovaly 

preventivní prohlídky ve Fakultní nemocnici v Ostravě. Informovaný souhlas byl získán od každého 

subjektu a jeho součástí bylo prohlášení účastníků, že netrpí žádnou zjevnou nemocí a poruchou 

metabolismu. Koncentrace kreatininu v moči byla měřena Jaffeho kolorimetrickou metodou [80], která 

se běžně používá v klinické laboratoři. Vzorky byly dodány v uzavřených plastových lahvičkách se 

známou koncentrací kreatininu, s informací o věku subjektu, skladovány při teplotě 4°C a zpracovány 

do tří dnů od obdržení. 

3.2.2.2 Chemikálie a reakční média 

Roztoky proteinových aminokyselin a další amino-karboxylové metabolity byly pořízeny od 

firmy Merck (Sigma-Aldrich, Praha, Česká Republika). 2-Methylcitronová kyselina (racemát) byla 

obdržena od firmy C/D/N Isotopes (Quebec, Kanada). Další méně běžné karboxylové kyseliny a 

konjugáty glycinu byly od Dr. D. Bruneta, oddělení Organické chemie, Universita Autonóma v Madridu 

(Madrid, Španělsko). Lyofilizovaná moč s certifikovanou hladinou diagnostických organických kyselin 

(ORG-1) byla získána od ERNDIM Foundation (http://cms.erudimqa.nl, Winterswijk, Holandsko). THP 
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redukční činidlo a isooktan byly koupeny od firmy Merck KGaA (Darmstadr, Německo). 

Heptafluorbutanol (HFBOH) byl od Fluorochem Ltd. (Derbyshire, Velká Británie). HFBCF byl připraven 

v Laboratoři analytické biochemie a metabolomiky (České Budějovice, Česká Republika) ve spolupráci 

s Dr. V. Pejchalem (Univerzita Pardubice, Česká Republika), které dodává firma Pragolab, s.r.o (Praha, 

Česká republika). Další organická rozpouštědla a chemikálie byly od firmy Merck (Sigma-Aldrich). 

Umělá moč byla připravena dle protokolu [81] tak, že ve vodě byly rozpuštěny následující 

chemikálie o výsledné koncentraci: 1% močovina, 8 mmol/l kreatinin, 7 g/l NaCl a 3 g/l K2SO4. Vodný 

roztok redukčního činidla THP byl použit o koncentraci 0,5%, 5% zásobní roztok byl skladován 

v mrazničce. 

Organické reakční médium obsahovalo směs isooktan-HFBOH-HFBCF v poměru 15 : 1 : 4. 

Katalytické medium obsahovalo 4% pyridinu v 1 mol/l vodném roztoku NaOH. Roztoky uvedených 

pracovních médií byly připravovány týdně.  

3.2.2.3 Zásobní a pracovní roztoky 

Zásobní roztoky většiny standardů byly rozpuštěny v roztoku uhličitanu sodného o koncentraci 

100 mmol/l. Výjimku tvořily proteinové aminokyseliny, homocystein a zkoumané aminy, ty byly 

rozpuštěny v HCl o koncentraci 50 mmol/l. 153 zkoumaných močových metabolitů bylo rozředěno ve 

vodě nebo v umělé moči na výslednou koncentraci 10 µmol/l.  

Roztoky kyseliny 4-fenylmáselné a homofenylalaninu (tyto standardy byly použity jako vnitřní 

standardy) byly rozpuštěny ve vodném roztoku uhličitanu sodného o koncentraci 100 mmol/l a 

výsledná koncentrace byla 200 µmol/l.  

Pracovní roztoky močových metabolitů o různých koncentracích byly připraveny odpovídajícím 

ředěním roztoků zásobních. Zásobní roztoky byly ředěny umělou močí.  

3.2.2.4 Vybavení 

Skleněné zkumavky o rozměrech 6 x 50 mm (Kimble-Kontes, Vineland, NJ) se používaly pro 

derivatizaci moči, nastavitelné pipety (50 – 100 µl rozsah objemu) se skleněnými kapilárami byly 

použity pro pipetování organické fáze s reakčními činidly a byly od firmy Merck (Darmstadt, Německo), 

pro odebrání organické fáze po derivatizaci se používaly 25 mm špičky na pipety od VWR International 

(Praha, Česká Republika). Reakční směs byla míchána na míchačce REAX 1 od Heidolph (Schwabach 

Německo) a nemísitelné fáze po derivatizaci byly odděleny na centrifuze od firmy Labmark (Praha, 

Česká Republika). 

3.2.2.5 Příprava vzorků 

Do skleněné zkumavky bylo nadávkováno 25 µl moči a postupně bylo přidáváno 25 µl roztoku 

obsahující vnitřní standardy, 25 µl 0,5 % THP redukčního činidla a po promíchání se zkumavka nechala 

stát 1 minutu (nebo déle). Dále pak bylo postupně přidáno 50 µl reaktivního organického media a 
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25 µl katalytického media a obsah byl zamíchán po dobu 2-3 sekund. Po dalším přidání 25 µl 

katalytického media byl obsah zkumavky míchán po dobu cca 5 sekund, dokud se nerozdělená mléčně 

zabarvená organická fáze nevyčeřila zpět do dvou fází. Na konec bylo přidáno 50 µl isooktanu a 25 µl 

HCl o koncentraci 1 mol/l, směs byla míchána po dobu 2-3 sekund a po krátké centrifugaci (3000 rpm) 

byla odebrána horní organická fáze do autosamplerové vialky. 1 µl vzorku byl nadávkován do GC-MS 

systému. 

U některých analytů po reakci s HFBCF nevznikly očekávané produkty, popřípadě byl sledován 

kromě očekávaného derivátu vznik dalšího produktu. Pro objasnění těchto struktur byla měřena každá 

z problematických látek zvlášť a byla využita i LC-MS analýza. Pro LC-MS byla úprava vzorku stejná jako 

u metodiky GC-MS, pouze byl vynechán poslední krok, tj. přidání 1 M HCl, odebraná organická fáze 

byla odpařena do sucha pod proudem dusíku a odparek znovu rozpuštěn v mobilní fázi. Po objasnění 

reakčních produktů po derivatizaci s HFBCF byly výsledky konzultovány s literaturou, hlavně s databází 

HMDB (Human Metabolome Data Base). 

Pro kalibraci byla skupina metabolitů rozdělena do čtyř skupin a byla připravena pětibodová 

kalibrační přímka. Každá z kalibračních hladin L1, L2, L3, L4 a L5 byla proměřena třikrát. Hladina L1 (L2) 

odpovídala 10 krát (2,5 krát) naředěné hladině L3, hladina L4 (L5) byla 2,5 krát (10 krát) 

koncentrovanější, než hladina L3. Pro několik metabolitů byla měřena ještě hladina L6 (25 krát vyšší 

koncentrace než u hladiny L3), aby byly pokryty i náhodně se vyskytující vyšší koncentrační hladiny, 

zejména při výskytu diagnostických dědičných metabolických poruch. 

3.2.2.6 GC-MS analýza reakčních produktů 

Plynový chromatograf 7890A spojený s hmotnostním spektrometrem 5975C (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA) byl využit pro GC-MS analýzu. Separace analytů probíhala na kapilární 

koloně ZB-XLB (30 m × 0,25 mm × 0,25 µm) (Phenomenex, Torrance, CA). Průtok He byl nastaven na 

1,2 ml/min a teplotní program byl následující: od 60°C do 240°C po 5°C/min, a poté do 320°C po 

20°C/min (celkový čas analýzy byl 38 minut). Teploty EI iontového zdroje, kvadrupólu a GC-MS rozhraní 

byly 230, 150 a 250°C. EI energie byla 70 eV. Teplota injektoru byla nastavena na 220°C, objem vzorku 

dávkovaný na kolonu ve splitless módu byl 1 µl. EI spektra derivatizovaných produktů byla studována 

po měření ve full-skenu v rozsahu 40 – 1050 Da (skenovací rychlost = 2,7 skenů/s). 

Pro metabolické profilování a cílenou kvantifikaci byl měřen také full-sken ale v rozsahu 53 – 

600 Da (4,2 skenů/s) nebo takzvaný SIM mód (selected ion monitoring mód), při kterém se sledovaly 

dva diagnostické fragmentové ionty. SIM parametry byly následující: 35 časových úseků, maximum 12 

iontů ve skupině, elektronový násobič měl napětí 1318 V. Pro vyhodnocení dat byl použit program MSD 

ChemStation (verze E.02, Agilent). 
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Pro objasnění nečekaných struktur bylo také využito chemické ionizace v pozitivním módu 

(PICI). Zde byl použit plynový chromatograf spojený s kvadrupólovým hmotnostním spektrometrem 

Trace DSQ vybaveným chemickou ionizací (Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA). Vyšetřované 

metabolity byly dávkovány ve splitless módu, objem 1 µl, při teplotě 240°C. GC-kolona byla Agilent VF-

1MS, 30 m × 0,25 mm × 0,25 µm (HPST s.r.o., Praha, Česká Republika). Teplotní program byl následující: 

50 °C bylo drženo po 1,5 minuty, a pak byla teplota zvyšována po 20°C/min do 170°C a pak po 30°C/min 

do 300°C a držena po 1 minutu. Průtok helia byl 1,1 ml/min, iontový zdroj byl zahříván na 180°C a GC-

MS rozhraní na 250°C. PICI spektra byla měřena v hmotnostním rozsahu 90 – 1150 Da, 2,5 skenů/s. 

Jako ionizační plyn byl použit isobutan, jehož průtok byl 1,5 ml/min. Pro zpracování dat byl použit 

software Xcalibur (verze 2.1, Thermo Fisher Scientific). 

3.2.2.7 LC-MS analýza reakčních produktů 

Struktura některých derivátů byla ověřena pomocí LC-MS. Byl použit kapalinový chromatograf 

Accela 600 spojený s LTQ-XL hmotnostním spektrometrem (Thermo Fisher Scientific, San Jose, USA). 

Pro separaci byla použita kolona Kinetex C 18, 150 × 2,1 mm, 5 µm (Phenomenex, Torrance, USA), která 

byla temperována na 25°C. Mobilní fáze byla namíchána z methanolu s vodou obsahující 

5 mM mravenčan amonný (pH = 4,5). Počáteční koncentrace methanolu byla 30 obj. % a byla lineárně 

zvyšována do 100 obj. % během 10 minut a poté držena na 100 % po dobu 3 minut. Průtok mobilní 

fáze byl 250 µl/min a injektovaný objem byl 5 µl. Elektrosprej v pozitivním módu byl nastaven 

následovně: teplota kapiláry 275°C, desolvatační teplota 150°C, zdrojové napětí 4 kV, napětí na 

kapiláře 40 V, dusík byl použit jako sušící plyn. Pro zpracování dat byl použit software Xcalibur (verze 

2.1, Thermo Fisher Scientific). 

3.2.3 Výsledky a diskuse 

3.2.3.1 Reakční produkty metabolitů po derivatizaci s HFBCF 

Soubor metabolitů byl vybrán na základě studia současné literatury a metabolických databází. 

Je uveden v tabulce S.2. Jedná se hlavně o aminokyseliny (56 aminokyselin a jejich konjugátů) a 

karboxylové kyseliny (86), biogenní aminy (9) a dva interní standardy (kyselina 4-fenylmáselná a 

homofenylalanin). Reakční produkty každého analytu (1 – 10 nmol) byly studovány ve vodném 

prostředí a v umělé moči a jejich EI spektra a PICI hmotnostní spektra byla prozkoumána. Když reakční 

produkt nebyl pozorován nebo byl přítomen v nízkém výtěžku, organická fáze byla odpařena, obsah 

byl znovu rozpuštěn v mobilní fázi a změřen na LC-MS. Navrhované struktury pro všechny zkoumané 

analyty jsou uvedeny v tabulce S.2. U většiny testovaných metabolitů docházelo ke vzniku jednoho 

definovaného derivátu a tento derivát poskytoval jeden pík v TIC GC-MS chromatogramu (120 analytů, 

78 %). 
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Heptafluorbutyl ester kyseliny pyrohroznové (analyt číslo 1) byl detegován, ale jeho 

diagnostický fragment m/z 43 byl překryt vysokým EI signálem píku rozpouštědla. Relativní TIC EI 

odezva pozorovaných minoritních vedlejších produktů, většinou s neúplně zreagovanými funkčními 

skupinami, byla menší než 4 % ve srovnání s píky očekávaných majoritních reakčních produktů. Méně 

reaktivní hydroxylové skupiny ve 3-hydroxykarboxylových kyselinách (metabolity číslo 4, 9, 24 a 79), 

hydroxyaminokyselinách (threonin, číslo 57, hydroxyprolin, číslo 89 a 94) a histidinu (číslo 114), zůstaly 

částečné nezreagované a vznikaly dva produkty, v tabulce označeny s příponou a a b.  

Funkční skupiny cystinu (číslo 137) a homocystinu (číslo 145) byly pomocí HFBCF derivatizovány 

kompletně. Disulfidické můstky v obou aminokyselinách byly redukovány a vzniklý cystein a 

homocystein byl derivatizován. Tudíž změřený obsah cysteinu (resp. homocysteinu) odpovídal sumě 

cystin-cystein (resp. homocystin-homocystein).  

U biogenních aminů putrescinu (číslo 105a) a kadaverinu (číslo 123a) kromě předpokládaného 

karbamátu vznikal ještě vedlejší produkt – isokyanát-karbamát (čísla 105b a 123b). V případě kyseliny 

2-ketoglutarové (číslo 42a, 42b) a lysinu (číslo 119a, 119b) byly pozorovány dva izomery. U některých 

acylovaných aminokyselin, N-acetylglycinu (číslo 37), N-hexanoylglycinu (číslo 39) a kyseliny hippurové 

(číslo 78) docházelo k cyklizaci za současné ztráty vody. 

U polyfunkčních organických kyselin (číslo 21, 60 a 68) nebyly výtěžky hlavních vznikajících 

produktů úplné. Na příklad u kyseliny citronové, která obsahuje tři stericky stíněné karboxylové skupiny 

a hydroxy skupinu, dochází ke vzniku tří produktů. Jedním z nich je kyselina cis-akonitová (číslo 60c). U 

glutaminu kromě očekávaného derivátu dochází ke vzniku derivátů pyroglutamové (číslo 69) a 

glutamové kyseliny (minoritně). 

Poslední studovanou skupinou jsou metabolity číslo 147-155, které reagovaly s činidlem HFBCF 

málo, nebo omezeně. Kyselina mevalonová (číslo 147) neposkytuje vyhovující GC pík. Jak ukázala 

pozdější LC analýza, dochází u ní pouze k esterifikaci karboxylové skupiny a 3- a 5-hydroxy skupina se 

neacyluje. Podobně, amino-karboxylové funkční skupiny u citrulinu (číslo 148) a argininu (číslo 149a) 

jsou derivatizovány pouze v malé míře, přičemž guanidinová (u argininu) a ureido skupina (u citrulinu) 

zůstávají nezreagované. LC-MS analýza prokázala, že guanidinová skupina částečně zreaguje (číslo 

149b) avšak je tak silně polární a/nebo termo labilní, že produkt argininu není na GC-MS detekovatelný. 

LC-MS analýza také ukázala, že močovina (číslo 151) a kyselina močová (číslo 152), které jsou v moči 

obsaženy ve vysoké koncentraci, s HFBCF nereagují a nepřecházejí do organické fáze během LLME.  

Kyseliny 3,4-dihydroxyfenyloctová a 3,4-dihydroxymandlová (číslo 153 – 154) se ukázaly jako 

částečně labilní. Kyselina oxaloctová (číslo 155) se rychle rozkládá ve vodném prostředí [82]. 

Biogenní aminy metanefrin (číslo 136) a normatanefrin (číslo 140) poskytovaly nízké reakční 

výtěžky a jsou v moči ve velmi nízké koncentraci, tudíž nebyly do dalšího studia zahrnuty. 
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3.2.3.2 Příprava vzorku moči ke GC-MS analýze  

Nový postup zahrnuje redukci thiolových vazeb pomocí THP, úpravu pH, derivatizaci 

metabolitů pomocí směsí HFBCF-isooktan (organické medium) a NaOH-pyridin, (katalytické medium, 

přidává se ve dvou krocích z důvodů zlepšení výtěžku reakce), LLME, odstranění nečistot pyridinu 

pomocí HCl, odebrání horní organické vrstvy do autosamplerové vialky a GC-MS analýzu, viz Obr. 9 

Pokud není zapotřebí stanovovat cystin a homocystin, je možné vynechat přidání THP. Pracovní 

postup pak dále zůstává beze změn. Během reakce dochází ke vzniku tří fází: 1) horní organická fáze, 

která obsahuje deriváty metabolitů, 2) dolní vodná fáze, která obsahuje pyridinové soli a další 

anorganické látky a za 3) ke vniku oxidu uhličitého, který vzniká při rozkladu HFBCF během reakce. 

Příprava vzorku je jednoduchý proces, při kterém je zapotřebí pouze 25 µl moči. Vyvinutý 

proces je rychlejší, méně pracný a pokrývá širší škálu močových metabolitů, než dříve popsané techniky 

využívající RCF [83, 84].  

 

Moč, 25 Lµ
   1

Směs vnitřních standardů, 25 Lµ
   2

THP redukční činidlo, 0.5%, 25 L, 1 minµ
   3

Na CO  100mM, 25 L2 3 µ
   4

Organické médium (Isooktan-HFBCF-HFBOH, 15:4:1, v/v/v), 50 Lµ
   5

Katalytické médium (1 M NaOH-pyridin, 24:1, v/v), 25 L, míchání 3 sµ
   6

Katalytické médium (ibid), 25 L, míchání do vyčeření, 5 sµ
   7

Isooktan, 50 L µ
   8

1 M HCl, 25 L, míchání 3 sµ
   9

Odebrání horní vrstvy
    10

Nástřik, sls, 1 L µ
    11

GC-MS analýza, ZB XLBm
 

Obr. 9: Postup přípravy vzorku pro GC-MS profilování protických metabolitů v lidské moči. 
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3.2.3.3 Kvantitativní stanovení metabolitů v lidské moči 

Podrobné studium EI a PICI spekter zkoumaných metabolitů ukázalo jejich užitečnost při 

strukturní analýze metabolitů a množství diagnostických fragmentových iontů vhodných pro 

kvantitativní analýzu, viz Tab.1 v publikacích [3, 4]. 

Typický chromatografický záznam GC-MS analýzy směsné moči (smícháno 10 ženských a 10 

mužských vzorků moči získaných od zdravých dobrovolníků) po současné derivatizaci s HFBCF a LLME 

je na obrázku 10. Metoda byla finálně upravena na GC-MS analýzu v SIM modu. K vývoji metody bylo 

použito 50 ženských a 50 mužských vzorků moči obdržených od zdravých jedinců. Kalibrace byly 

provedeny v umělé moči s pomocí 2 interních standardů. Bylo by žádoucí použít strukturně podobný 

(nejlépe izotopicky značený) interní standard pro každá analyt, ale při takto vysokém množství analytů 

je tento model těžko realizovatelný. Proto byly vybrány a pro kvantifikaci většiny organických a amino-

karboxylových kyselin použity dva interní standardy, kyselina 4-fenylmáselná (číslo 63) a 

homofenylalanin (číslo 103). Kalibrační závislosti byly proměřeny v rozmezí třech řádu okolo střední 

hladiny L3. Kalibrační data zahrnují parametry kalibrační závislosti, koeficient determinace R2, mez 

detekce LOD a spodní mez stanovení LLOQ (hladina L1), viz. kalibrační data v tabulce 3 v práci [3].  

Koncentrace metabolitů naměřené v moči byly porovnány s publikovanými daty uvedenými 

v HMDB databázi. Nalezené hodnoty s hodnotami v HMDB databázi dobře korelují a je patrné, že 25 µl 

moči je plně dostačující ke kvantifikaci 112 metabolitů v koncentračním rozsahu 0,2 – 400 µmol/mmol 

kreatininu. Dvacet validovaných metabolitů nebylo v moči detekováno, jejich přítomnost v moči byla 

pod limitem detekce metody. Nicméně, při některé metabolické poruše může dojít ke zvýšení 

koncentrační hladiny některého z metabolitů a pak by příslušný metabolit mohl být kvantifikován. 

Kyselina hippurová (číslo 78), kyselina citronová (číslo 60) a histidin (číslo 114) byly detekovány ve vyšší 

koncentraci, než 100 µmol/mmol kreatininu. V reakčním mediu je takový nadbytek derivatizačního 

činidla (10 µl, tj. přibližně 60 µmol), že pro objem moči 25 µl není problém derivatizovat všechny 

metabolity i ve vyšších koncentračních hladinách.  

Popsané výsledky dokazují, že vyvinutá metoda je vhodným nástrojem pro cílenou GC-MS 

analýzu protických metabolitů v lidské moči.  
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Obrázek 10: TIC chromatogram (full scan) močových metabolitů ve směsné moči (smícháno 20 vzorků 

moči, 10 mužských a 10 ženských).  
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3.3 Stanovení biomarkerů expozice průmyslovým látkám 

pomocí alkylchlormravenčanů a jejich kvantifikace v lidské moči 

technikou GC-MS 

3.3.1 Úvod 

Lidé jsou ve svém životním i pracovním prostředí exponováni velkému množství chemických 

látek, které jim mohou být potenciálně zdraví škodlivé. Je odhadováno, že člověk je během svého života 

vystaven 1 – 3 milionům xenobiotik [85]. Je proto nutno míru expozice kontrolovat a udržet v přijatelné 

výši, k tomu je třeba mít k dispozici vhodné analytické postupy. Existují dva základní analytické 

přístupy: v prvním případě – stanovení škodlivin přímo ve vnějším prostředí anebo tzv. biologické 

monitorování. Biologické monitorování znamená stanovení chemických polutantů nebo jejich 

metabolitů přímo v organismu nebo v definované biotekutině (nejčastěji v krvi či moči). V oboru 

hygieny práce je biologické monitorování uznávaným nástrojem pro hodnocení profesionálních 

expozic. Pro několik desítek chemických škodlivin byly zavedeny tzv. biologické limity, hladiny 

biomarkerů v biologickém materiálu (nejčastěji moči), jejichž nepřekračování by mělo zaručit ochranu 

zdraví pracujících osob při každodenní 8 hodinové expozici. Biologické limity průmyslových polutantů 

jsou zavedeny v mnoha státech. Mezi nejvíce respektované patří limity uvedené v American 

Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) [86] a Germany Deutsche 

Forschungsgemeinschaft (DFG) [87]. Tyto organizace prezentují biologické limity pod specifickými 

názvy: ACGIH – Biological exposure indices (BEI) a DFG – Biologische Arbeitsstoff-Toleranz-Werte 

(BAT). Porovnání BEI a BAT biologických limitů pro vybrané metabolity, kterými se zabývá tato studie, 

je uvedeno v Tabulce 8. 

Mnoho významných organických průmyslových škodlivin (rozpouštědla, monomery) je z 

organismu vylučováno močí ve formě karboxylových kyselin, které lze stanovit jako biomarkery 

expozice. Mezi nejčastěji sledované biomarkery patří metabolity benzenu, toluenu, styrenu, xylenů a 

alkoxyethanolů. Jejich metabolické dráhy jsou stručně uvedeny na Obr. 11 a 12. Biologické limity 

uvedených biomarkerů se pohybují v rozmezí od desítek µg do tisíců mg na litr moči, resp. na g 

kreatininu (viz. Tabulka 8). 
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Tabulka 8: Vybraná xenobiotika, jejich metabolity a porovnání biologických limitů. 

Xenobiotikum Metabolit Zkratka 
Biologický limit 

Hodnota Zdroj 

benzen 
kyselina t,t-mukonová t,t-MA 

500 μg/g 
kreat. 

ACGIH 

kyselina S-fenylmerkapturová S-PMA 25 μg/g kreat. ACGIH 

toluen 

kyselina hippurová HA 
1600 mg/g 

kreat. 
DFG, ACGIH 

kyselina S-p-tolylmerkapturová S-TMA - - 

kyselina S-benzylmerkapturová S-BMA - - 

o-,m-,p-xyleny kyselina o-,m-,p-methylhippurová MHA 
2000 mg/L 

moči* 
DFG 

styren 
kyselina mandlová MA 

400 mg/g 
kreat.** 

DFG 

kyselina fenylglyoxylová PGA 
600 mg/g 
kreat.** 

ACGIH 

alkoxyethanoly 

kyselina methoxyoctová MAA 1 mg/g kreat. ACGIH 

kyselina ethoxyoctová EAA 
100 mg/L moči ACGIH 

50 mg/L moči DFG 

kyselina butoxyoctová BAA 
150 mg/g 

kreat. 
DGF 

sirouhlík 
kyselina 2-thiothiazolidin-4-
karboxylová 

TTCA 
0.5 mg/g 

kreat. 
ACGIH 

fural kyselina furan-2-karboxylová FCA 200 mg/L moči ACGIH 

N,N-
dimethylformamid 

kyselina S-(N-
methylkarbamoyl)merkapturová 

AMCC 40 mg/L moči ACGIH 

* = suma kyselin methylhippurových,** = suma kyseliny fenylglyoxylové a mandlové, kreat. = 
kreatinin 
ACGIH = American Conference of Governmental Industrial Hygienists [86], DFG = Germany 
Deutsche Forschungsgemeinschaft [87] 

 

V současné době jsou dominantními metodami pro stanovení uvedených biomarkerů v moči 

techniky HPLC a GC, většinou dnes již v kombinaci s MS detekcí. Volné kyseliny lze stanovit pomocí 

HPLC [88]. GC-MS stanovení vyžaduje při přípravě vzorku použití některého z derivatizačních postupů; 

nejčastěji se používá methylace [89 – 94] nebo silylace [95 – 98]. Mezi novější práce, které se zabývají 

touto problematikou, patří například studie stanovení S-PMA v lidské moči pomocí HPLC-MS/MS [99 – 

101] nebo metody stanovující v lidské moči t,t-MA [102, 103]. Stále se hledají nové postupy, které 

zjednodušují a zrychlují analýzu hledaných xenobiotik, např. Zhao a kolektiv [104] stanovují HA v lidské 

moči pomocí iontové chromatografie s vodivostní detekcí, nebo Cosnier a kol. [105] popsali stanovení 

MA, PGA a HA v myší moči pomocí GC-FID po předchozí derivatizaci s 2-propanolem v HCl. Metodu 

stanovení HA a kreatininu za suché skvrny moči pomocí HPLC/UV popisuje studie Autunese a kol. [106], 

čímž odpadá transport sbírané moči. Pro stanovení t,t-MA v lidské moči [107] byla použita SPE na 

speciálním sorbentu s následnou derivatizací extraktu pomocí ECF a GC-MS analýzou. 
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Zavedené normy v rámci hygienického dozoru obvykle vyžadují stanovení (předem známé) 

dominantní škodliviny. Vypracované pracovní postupy byly proto optimalizovány pro stanovení 

jednotlivých biomarkerů, i když expozice může nastat několika škodlivinám současně. Laboratoře tak 

musí udržovat a periodicky validovat řadu analytických metod.  

Jako perspektivní alternativa se nabízí stanovení co největšího počtu biomarkerů jednotným 

analytickým postupem – tzv. profiling. To bylo motivací k systematickému studiu reakcí souboru 

biomarkerů uvedených v Tabulce 8 s RCF a jejímu využití k současnému stanovení 16 hlavních 

biomarkerů expozice v moči v programech biologického monitorování. 
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Obrázek 11: Metabolismus expozice benzenu [108], toluenu [109] a o-xylenu [110] v lidském 

organismu. GSH = glutathion. 



49 
  

OH

R

alkoxyethanol

O
R

alkoxyacetaldehyd

O
R

OH
kyselina alkoxyoctová

SS
N
H

S
S

O

OH

sirouhlík

kyselina 2-thiothiazolidin-
4-karboxylová

+GSH
O

O
O

O

OH

fural kyselina furan-2-karboxylová

N

O

N,N-
dimethylformamid

N

OOH

N-(hydroxymethyl)-
-methylformamidN

NH

O

N-methylformamid

NH

O

SG

S N-( -methylcarbamoyl)
glutathion

NH

O

S
NH

O
O OH

kyselina -( -methylkarbamoyl)S N
merkapturová

+GSH

styren

O

styren-7,8-oxid

OH

OH

fenylethylen glykol

OH

O

OH

kyselina mandlová

O

OH

kyselina benzoová

NH

O

O

OH

kyselina hippurová

O

O

OH

kyselina fenylglyoxylová

Obrázek 12: Metabolické dráhy expozice styrenu [111], alkoxy ethanolů (R = 2-methoxy, 2-ethoxy a 

2- butoxy) [112], sirouhlíku [113], furalu a N,N-dimethylformamidu v lidském organismu. GSH = 

glutathion 

 

3.3.2 Experimentální část 

3.3.2.1 Chemikálie 

Pyridin, kyselina 2-fenylmáselná, 2-fenoxyoxazol-5(4H)-on, kyselina chlorovodíková, roztok 

kyseliny chlorovodíkové v sušeném ethanolu (koncentrace 1,25mol/l), kyselina mravenčí, ethanol a 

mravenčan amonný byly pořízeny od firmy Merck (Praha, Česká republika). ECF, chloroform, 13C2-



50 
  

ethanol, D3-ethanol, benzylmerkaptan, kyselina adipová-1,6-13C2 (AdA-1,6-13C2), kyselina 

pentafluorfenoxyoctová (PFPAA), kyselina S-p-fluorfenylmerkapturová (S-FPMA) a standardy 16 

organických kyselin uvedených v tabulce 8 byly pořízeny od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Česká 

republika), hydroxid sodný od Lachemy (Brno, Česká republika). Methanol a acetonitril byly od firmy 

Fisher Scientific (Pardubice, Česká republika). Kyselina D-azetidin-2-karboxylová byla koupena od 

Calbiochem (Los Angeles, USA). Sirovodík byl vyroben v Kippově přístroji. D3-ethylchloromravenčan 

(D3-ECF) a 13C2-ethylchlormravenčan (13C2-ECF) byly připraveny ve spolupráci s Dr. V. Pejchalem 

(Univerzita Pardubice, Česká Republika). 

Lidská moč, použitá na testování a následnou validaci metody, byla obdržena od zdravých 

dobrovolníků. Kontrolní moč IP45, která obsahovala známé množství MAA, EAA, BAA, PGA t,t-MA a 

všechny izomery MHA, byla získána od Prof. Dr. Med. H. Drexlera (Institute and Out-Patient Clinic for 

Occupational, Social and Environmental Medicine of the Friedrich-Alexander-University Erlangen-

Nuremberg, Německo), referenční materiál RM6009, obsahující certifikované množství PGA a MA, a 

dále moč dobrovolníka, který byl vystaven expozici ethoxyethanolem, byly dodány Dr. Jaroslavem 

Mrázem (Státního zdravotnický ústav, Praha, Česká Republika).  

3.3.2.2 Studium reakce sledovaných biomarkerů s RCF 

Byly připraveny roztoky standardů stanovovaných kyselin o finální koncentraci 0,01 mol/l a 

roztoky vnitřních standardů také o koncentraci 0,01 mol/l. Standardy byly rozpuštěny v destilované 

vodě. Přehled struktur stanovovaných látek je na Obr. 13. 

Jako derivatizační činidlo byl použit ECF. Pro identifikaci vedlejších produktů byla využita reakce 

s izotopicky značeným ECF (D3-ECF a 13C2-ECF).  

Derivatizační postup byl následující:  100 µl moči (nebo vody) s 1 µl každého ze standardů (o 

koncentraci 0,01 mol/l) bylo smícháno se 75 µl směsi ethanol (D3-ethanol, 13C2-ethanol) – pyridin (4 : 1, 

v/v) a reakční směs byla krátce promíchána. V dalším kroku bylo přidáno 75 µl směsi obsahující 

chloroform – ECF (D3-ECF, 13C2-ECF) (9 : 1, v/v), pak 75 µl hydroxidu sodného o koncentraci 1,5 mol/l a 

po zamíchání znovu 75 µl směsi chloroform – ECF (D3-ECF, 13C2-ECF) (9 : 1, v/v). Posledním krokem bylo 

přidání 75 µl kyseliny chlorovodíkové o koncentraci 3 mol/l a po promíchání byla odebrána část dolní 

organické vrstvy do vialky a pak 1 µl injektován do GC-MS. 

 



51 
  

MAA
OH

O

O

EAA
OH

O

O

BAA
OH

O

O

OH
OH

O

Ot,t-MA

AMCCS-PMAS-TMA S-BMA

NH

OH

O

O

o-MHA

NH

OH

O

O

m-MHA

NH

OH

O

O

p-MHA

NH

OH

O

O

HA

FCA

O
OH

O
OH

O
O

PGA

OH
OH

O

MA

S

N
H

OH

O

S

TTCA

S

OH

NH
O

O

S

OH

NH
O

O

S

OH

NH
O

O

S

OH

NH
O

O

NH O

Obrázek 13: Přehled struktur všech vyšetřovaných analytů. 

 

3.3.2.3 Syntéza ethylesterů o-MHA, S-BMA a S-TMA 

100 mg o-MHA (S-BMA, S-TMA) bylo naváženo do 5 ml skleněné vialky, byl přidán 1 ml 

reakčního media, tj. 1,25 M roztok kyseliny chlorovodíkové v sušeném ethanolu a směs byla míchána 

po dobu 5 hodin. Po reakci bylo rozpouštědlo odpařeno proudem dusíku a produkt byl znovu rozpuštěn 

v 1 ml chloroformu. Tato směs byla 3 krát extrahována proti 1 ml 0,1 M roztoku hydroxidu sodného a 

3 krát proti 1 ml destilované vody. Poté bylo rozpouštědlo znovu odpařeno do sucha a výsledný produkt 

byl zvážen. Jeho čistota byla ověřena pomocí LC-MS analýzy (viz dále).  
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3.3.2.4 LC-HRMS analýza 

LC-HRMS analýza byla využita pro zjištění elementárního složení derivátů, pro objasnění struktury 

vedlejších produktů reakce a pro kontrolu čistoty syntetizovaných produktů. Tyto analýzy byly 

provedeny na Q-Exactive hmotnostním spektrometru s vysokým rozlišením přímo spojeným s Dionex 

Ultimate 3000 a Dionex autosamplerem (Thermo Fisher Scientific, USA). K ionizaci byl použit 

elektrosprej v pozitivním módu s nastavením: zdrojové napětí 3.0 kV, teplota sprejovací kapiláry 

350°C, sušící plyn 40 au, desolvatační teplota 350°C. Hmotnostní spektrometr byl kalibrován na 

hmoty 279,15909 Da a 391,284429 Da. Pro vyhodnocení a zpracování dat byl využit Xcalibur Core 

software (verze 2,0). Chromatografická separace byla provedena na koleně Kinetex (150mm x 3,0 

mm i. d., 2,6 µm, Phenomenex, USA), gradient mobilní fáze byl: 0 min, 30 % A + 70 % B; 10.0 min, 100 

% A; 11.0 min, 100 % A; 11.1 min, 30 % A + 70 % B; 14.5 min, 30 % A + 70 % B; přičemž A obsahoval 5 

mmol/l mravenčan amonný v methanolu a B obsahoval 5 mmol/l vodný roztok mravenčanu 

amonného, průtok mobilní fáze byl 400 µl/min, dávkovací smyčka o objemu 5 µl, teplota kolony 35°C, 

teplota v autosampleru 10°C. 

3.3.2.5 GC-MS analýza 

GC-MS DSQ hmotnostní spektrometr (Thermo Electron, San José, CA, USA) vybavený 

elektronovou (EI) i chemickou (CI) ionizací a injektorem s programovatelnou teplotou (PTV) byl použit 

pro analýzu derivatizovaných vzorků. Xcalibur Core software, verze 2.0, sloužil k vyhodnocení a 

zpracování dat, na kolonu byl dávkován 1 µl vzorku ve splitless modu. Teplota injektoru byla nastavena 

na 50°C a po 0,25 minutě zvyšována po 10°C/s na výsledných 200°C. Kapilární chromatografická kolona 

Varian VF-17ms, 30 m x 0, 25 mm i. d., s tloušťkou filmu 0, 15 µm (Agilent, Middelburg, Nizozemí) měla 

počáteční teplotu 50°C po dobu 2 min, teplota byla zvyšována po 15°C/min do 170°C a pak po 35°C/min 

do výsledných 310°C. Tato teplota byla držena po dobu 1 min. Nosným plynem bylo helium o průtoku 

1,2 ml/min, iontový zdroj měl teplotu 200°C a GC-MS rozhraní 250°C. Detekce probíhala v EI modu (70 

eV) ve skenovacím rozsahu 40 – 400 Da. Ve validované metodě byl pak využit režim SIM, kde byly 

sledovány charakteristické diagnostické ionty pro každou látku. Pro potvrzení struktury vedlejších 

produktů reakce byla využita CI detekce v pozitivním módu, kde se měřilo ve skenovacím rozsahu 100 

– 560 Da, jako ionizační plyn byl uplatněn isobutan o průtoku 1,6 ml/min, teplota iontového zdroje 

byla 160°C a teplota GC-MS rozhraní 250°C.  

3.3.2.6 Stanovení biomarkerů expozice v moči a validace metody 

Byla připravena tzv. kontrolní moč, kde bylo smícháno několik vzorků moči, které byly získány 

od zdravých dobrovolníků. Dle doporučení [58] byly validovány následující parametry: kalibrační 

závislost, limit detekce (LOD) a limit stanovení (LOQ), preciznost (anglický ekvivalent = precision), 

přesnost (anglický ekvivalent = accuracy), výtěžnost (anglický ekvivalent = recovery) a stabilita.  
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Kalibrace byla provedena metodou kalibrační křivky a přídavku jednotlivých analytů (s 

vyjímkou kyseliny hipurové). Analyty byly rozděleny na skupiny a k nim byl vybrán strukturně podobný 

vnitřní standard (viz. Tabulka 9).  

Přesný postup úpravy vzorků byl následující: 75 µl moči, 15 µl směsi standardů a 10 µl směsi 

interních standardů (aby výsledný objem odpovídal 100 µl) bylo smícháno v reakční zkumavce. K této 

směsi bylo přidáno 75 µl směsi ethanol : pyridin (4 : 1, v/v) a pak reakční směs ECF : chloroform (75 µl, 

poměr 9 : 1, v/v), po promíchání 75 µl hydroxidu sodného o koncentraci 1,5 mol/l a znovu 75 µl směsi 

ECF : chloroform. Vzorek byl míchán po dobu asi 10 sekund a následovalo přidání 75 µl kyseliny 

chlorovodíkové o koncentraci 3 mol/l. Po promíchání bylo odebráno 50 µl dolní chloroformové vrstvy 

a k této části bylo přidáno 50 µl ethanolu, obsah byl promíchán a 1 µl vzorku bylo dávkováno do GC-

MS. Bylo připraveno 6 koncentračních hladin a rozsah koncentrací byl vybrán v souladu s biologickými 

limity pro každou látku (viz. Tabulka 8). Každý vzorek byl derivatizován pětkrát. Analyty byly 

vyhodnoceny jako poměr plochy píku analytu a vnitřního standardu a byla vynesena kalibrační závislost 

poměru ploch na koncentraci. Kalibrační přímka každého analytu byla použita k určení směrnice, 

úseku, korelačního koeficientu a pro stanovení koncentrace látky u kontrolních vzorků referenčních 

materiálů. Kontrolní vzorky moči s přídavky na nejvyšší, střední a nejnižší hladině byly použity pro 

určení dalších validačních parametrů vyvinuté metody. LOD a LOQ byly vypočteny z pěti měření na 

nejnižší kalibrační hladině a to tak, že LOD odpovídal koncentraci, kde byl poměr signál k šumu 3 : 1 a 

LOQ koncentraci pro poměr signál k šumu 10 : 1. Preciznost a přesnost byly stanoveny analýzou vzorků 

(nejnižší, střední a nejnižší kalibrační hladina) v jedné sérii a ve 14-ti denní periodě (n = 5). Výtěžnost 

byla také určena také z těchto vzorků a to tak, že byla změřena koncentrace přidaná a určen poměr 

naměřené hodnoty ke skutečnému přídavku, spočtena dle vzorce: naměřená koncentrace/přidaná 

koncentrace * 100. Stabilita derivátů byla vyhodnocena ze vzorků, kde byla přidána střední 

koncentrační hladina (n = 3). V prvním případě byl vzorek po derivatizaci uchován při pokojové teplotě 

a v druhém případě v lednici o teplotě 4°C. Stabilita derivátů byla měřena v pravidelných intervalech 

po dobu 72 hodin. Koncentrace analytů byla navíc porovnána se vzorky, které byly připraveny každý 

dne čerstvě. 
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Tabulka 9: Přehled stanovovaných metabolitů xenobiotik a rozdělení do skupin dle použitých 
vnitřních standardů (IS). 

IS1 = Kyselina pentafluorfenoxyoctová 

Kyselina methoxyoctová 

Kyselina ethoxyoctová 

Kyselina butoxyoctová 

IS2 = Kyselina adipová 13C2 

Kyselina t,t-mukonová 

IS3 = Kyselina D-azetidin 2-karboxylová 

Kyselina 2-thiothiazolidin-4-karboxylová 

IS4 = Kyselina 2-fenylmáselná 

Kyselina o-methylhippurová 

Kyselina m-methylhippurová 

Kyselina p-methylhippurová 

Kyselina furan-2-karboxylová 

Kyselina fenylglyoxylová 

Kyselina mandlová 

IS5 = Kyselina S-p-fluorfenylmerkapturová 

Kyselina S-benzylmerkapturová 

Kyselina S-p-tolylmerkapturová 

Kyselina S-fenylmerkapturová 

 

3.3.2.7 Ověření vypracované GC-MS metody měřením koncentrace metabolitů xenobiotik 

v referenčních materiálech. 

K dispozici byly dva typy referenčních matriálů: 

1) Moč IP 45, která obsahovala známé množství MAA, EAA, BAA, PGA, t,t-MA, o-, m- a p- MHA. 

2) Moč RM 6009, která obsahovala známé množství PGA a MA.  

Postup přípravy těchto vzorků byl následující: 90 µl moči a 10 µl směsi interních standardů bylo 

smícháno v reakční zkumavce a vzorek byl dále derivatizován s ECF viz. postup 3.3.2.3. Analyty byly 

vyhodnoceny jako poměr plochy píku analytu a vnitřního standardu a z kalibrační rovnice analytu byla 

vypočtena koncentrace. Každý vzorek byl měřen pětkrát.  

3.3.2.8 Porovnání vypracované metody se  silylační metodou pro stanovení EAA v moči u lidí 

exponovaných ethoxyethanolem. 

Byla provedena studie, kdy byl zdravý dobrovolník vystaven expozici ethoxyethanolu po dobu 

4 hodin. Koncentrace ethoxyethanolu ve vzduchu byla 20 mg/m3, což je přípustný expoziční limit. Po 

expozici byly vzorky moči sbírány v pravidelných intervalech od času (t = 0) před expozicí a pak po dobu 

188 hodin během a po expozici. V moči byl u každého vzorku stanoven metabolit ethoxyethanolu – 

EAA a každý vzorek byl měřen třikrát, v jedné sérii byl derivatizován ECF a v druhé sérii N-

(tertbutydimethylsilyl)-N-methyl-trifluoroacetamidem (MTBSTFA). Jako vnitřní standard byla v obou 
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případech použita kyselina pentafluorfenoxyoctová. Postup derivatizace s ECF byl stejný jako v sekci 

3.3.2.3. Koncentrace byla vypočtena z dříve vyhotovené kalibrační závislosti (viz. sekce 3.3.2.3). Postup 

derivatizace s MTBSTFA byl popsán ve studii [114]. K 1 ml moči byl přidán vnitřní standard a byla 

provedena extrakce ethylacetátem, tento extrakt se odpařil do sucha a bylo přidáno derivatizační 

činidlo (MTBSTFA). Reakce probíhala po dobu 30 min při 80°C. Po derivatizaci byl vzorek opět 

extrahován ethylacetátem a 1 µl dávkován do GC-MS. Pro metodu s MTBSTFA byla vyhotovena 

kalibrační závislost, ze které byla určena koncentrace EAA v reálných vzorcích.  

3.3.3 Výsledky a diskuse 

3.3.3.1 Reakční produkty biomarkerů expozice s RCF 

Testování několika RCF ukázalo, že metoda založená na derivatizaci s ECF je nejvhodnější pro stanovení 

všech šestnácti vyšetřovaných analytů. U většiny testovaných biomarkerů docházelo ke vzniku jednoho 

očekávaného produktu s jasně definovaným hmotnostním spektrem. Monoethylester vznikal u MAA, 

EAA, BAA, FCA, PGA a dva vnitřní standardy PBA a PFPAA, diethylester vznikl pro t,t-MA a její vnitřní 

standard AdA-1,6-13C2, ethylester-ethylkarbonát pro MA a ethylester-ethylkarbamát pro TTCA (Obr. 

14) a její vnitřní standard ACA. U metabolitů kyselin hippurových a merkapturových docházelo ke 

vzniku dvou produktů, vedle očekávaného ethylesteru vznikal ještě jeden produkt. Zajímavé vlastnosti 

měl jediný produkt reakce ECF s AMCC, kde naměřená hmotnostní spektra indikovala jinou strukturu. 

U neznámých vznikajících produktů byly proto provedeny další experimenty k objasnění jejich 

struktury (viz dále).  
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Obrázek 14: Reakční schéma kyseliny mandlové a kyseliny thiothiazolidin-4-karboxylové s ECF. 

3.3.3.2 Deriváty hippurových kyselin 

Hippurové kyseliny (HA, o-, m- a p-MHA) poskytují po derivatizaci s ECF dva produkty přibližně 

v poměru 2 : 1. Pomocí EI a PICI naměřených spekter se podařilo přiřadit pík s vyšší retencí 

očekávanému ethylesteru kyseliny, zatímco struktura píku s nižší retencí byla určena, též s pomocí 

literatury [115], jako dehydratační produkt hippurové kyseliny, 2-fenyloxazol-5(4H)-on. Struktura 

tohoto derivátu byla jednoznačně potvrzena porovnáním analytických vlastností s dostupným 

standardem 2-fenyloxazol-5(4H)-onu.  

Další experimenty vyloučily, že cyklický produkt vzniká v injektoru GC. Byl připraven ethylester 

kyseliny o-MHA a GC-MS analýza potvrdila přítomnost pouze ethylesteru. Je známo [115], že oxazolony 

mají tendenci k rozkladu po přidání alkoholu. To se potvrdilo i v tomto případě, jak je ukázáno na 

obrázku 15, přídavek 50 µl MeOH nebo EtOH ke stejnému extraktu vedl ke vzniku příslušného esteru a 

zastoupení cyklického produktu se výrazně zmenšilo. Pokud byl přidán místo alkoholu chloroform, 

poměry obou produktů každého hippurátu zůstaly zachovány. Z tohoto důvodu byl do postupu 

přípravy vzorku zařazen další krok - přidání 50 µl ethanolu. Na Obr. 16 je uvedeno schéma reakce o-

MHA s ECF. 



57 
  

 

11.0 12.0 13.0
Čas (min)

20

40

60
80

100

20

40

60

80

100

20

40

60

80

100

NHO

O

O

NHO

O

O

v chloroformu

methanol přidaný po reakci

ethanol přidaný po reakci

N

O

O

NHO

O

O

R
el

at
iv

ní
 o

de
zv

a

NHO

O

O

MM = 221.11
o-MHA, ethyl ester

o-MHA, methyl ester

o-MHA, cyklický produkt
MM = 175.06

MM = 207.09 MM = 221.11
o-MHA, ethyl ester

MM = 221.11
o-MHA, ethyl ester

(1)

(3)

(2)

Obrázek 15: GC-MS chromatogramy porovnávající reakční produkty o-MHA, (1) bez přídavku 

alkoholu, (2) po přídavku methanolu a (3) po přídavku ethanolu po derivatizaci s ECF. 
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Obrázek 16: Schéma finální přípravy vzorku pomocí reakce ECF s kyselinou o-methylhippurovou  
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3.3.3.3 Deriváty merkapturových kyselin 

Reakce S-PMA, S-TMA a S-FSPMA s ECF vede také ke vzniku dvou produktů, v poměru 1 : 1. 

Dříve eluující pík byl neznámý produkt, později eluující pík očekávaný ethylester. S-BMA dávala také 

dva produkty v poměru 2 : 5, opět dříve eluující pík byl neznámý produkt, a druhý pík ethylester.  

Naměřená EI spektra naznačila, že vedlejší produkt S-PMA, S-TMA a S-FSPMA vzniká 

analogicky, zatímco vedlejší produkt S-BMA vzniká rozdílnou cestou. K objasnění struktur byly 

připraveny ethylestery S-TMA a S-BMA. GC-MS analýza těchto ethylesterů ukázala, že S-TMA poskytuje 

pouze jeden pík, ale S-BMA píky dva. Je evidentní, že druhý produkt S-TMA vzniká během reakce 

s chlormravenčanem, kdežto druhý produkt S-BMA v GC-MS systému patrně rozkladem v injektoru. 

K určení struktury byly použity ethyl chlormravenčany (D3-ECF a 13C2-ECF) značené stabilními izotopy a 

změřena jejich EI i PICI spektra.  S-PMA, S-TMA a S-FSPMA kromě předpokládaného ethylesteru tvoří 

v souladu s literaturou [116] také thiokarbonáty. Proces vzniku příslušných produktů s S-TMA 

znázorňuje Obr. 17.  

Pro první eluovaný produkt S-BMA byla pro navržena struktura benzylmerkaptanu a potvrzena 

porovnáním s komerčně dostupným standardem benzylmerkaptanu. Reakční schéma S-BMA s ECF je 

uvedeno na Obr. 18. 
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Obrázek 17: Schéma reakce S-p-tolylmerkapturové kyseliny s ECF. 
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Obrázek 18: Schéma reakce S-benzylmerkapturové kyseliny s ECF. 

 

Produkt thiokarbonátu byl využit pro stanovení S-PMA a S-TMA, protože jeho pík méně 

chvostuje než ethylester. Ethylester byl naopak vhodnější analyt pro stanovení v případě S-BMA. Jako 

vnitřní standard byl využit pík thiokarbonátu FSPMA pro S-PMA a S-TMA a ethylesteru S-FSPMA pro S-

BMA. 

Jediný produkt s ECF neznámé struktury poskytovala AMCC. Derivatizace s izotopicky 

značenými ECF naznačila, že během reakce vzniká sirovodík, který reaguje s ECF. Příprava sirovodíku 

v Kippově přístroji a jeho následná reakce s ECF potvrdila totožnost derivátu H2S a produktu AMCC. 

Schéma reakce AMCC s H2S je znázorněno na Obr. 19.  

Produkt sirovodíku vznikající po derivatizaci AMCC s ECF se bohužel ukázala jako málo stabilní, 

tudíž ho nebylo možno využít ke kvantitativnímu stanovení.  
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Obrázek 19: Schéma reakce kyseliny S-(N-methylkarbamoyl)merkapturové s ECF. 

 

3.3.3.4 LC-HRMS analýza 

K potvrzení struktury bylo změřeno elementární složení zkoumaných metabolitů biomarkerů 

expozice technikou LC-HRMS po derivatizaci s ECF a 13C2-ECF. t,t-MA, TTCA, HA, směs izomerů MHA, S-

PMA, S-TMA a S-BMA byly detekovány a měření potvrdilo dále správnost navržených struktur. Výsledky 

těchto měření jsou shrnuty v Tabulce 10. 
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Tabulka 10: Přehled derivátů zkoumaných biomarkerů technikou LC-HRMS pro detekované deriváty po reakci s ECF a 13C2-ECF.  

Metabolit 
RT 

[min] 

Přírodní 13C2 Přírodní 13C2 Přírodní 13C2 

m/z Teor  
(Da) 

m/z Teor  
(Da) 

Molekulový 
vzorec Ethyl 

Molekulový 
vzorec Ethyl 

m/z Exp 
(Da) 

∆ ppm 
N 

pravidlo 
m/z Exp  

(Da) 
∆ ppm 

N 
pravidlo 

Kyselina t,t-mukonová 7,51 199,0965 203,1099 C10H15O4 C6[13]C4H15O4 199,0966 0,525 ANO 203,1100 0,273 ANO 

Kyselina mandlová 7,97 253,1071 257,1205 C13H17O5 C9[13]C4H17O5 253,1071 0,039 ANO 257,1205 0,042 ANO 

Kyselina 2-thiothiazolidin-4-
karboxylová 

5,74 264,0359 268,0493 C9H14NO4S2 C5[13]C4H14O4NS2 264,0358 -0,136 ANO 268,0493 0,019 ANO 

Kyselina hippurová 4,71 208,0968 210,1035 C11H14NO3 C9[13]C2H14O3N 208,0968 -0,095 ANO 210,1036 0,146 ANO 

Kyselina o-methylhippurová 5,06 222,1125 224,1192 C12H16NO3 C10[13]C2H16O3N 222,1125 0,001 ANO 224,1193 0,359 ANO 

Kyselina m-methylhippurová 5,70 222,1125 224,1192 C12H16NO3 C10[13]C2H16O3N 222,1125 0,226 ANO   ANO 

Kyselina p-methylhippurová 5,66 222,1125 224,1192 C12H16NO3 C10[13]C2H16O3N 222,1125 0,271 ANO   ANO 

Kyselina S-fenylmerkapturová (1) 8,52 183,0474 185,0541 C9H11O2S C7[13]C2H11O2S 183,0476 1,11 ANO 185,0543 0,614 ANO 

Kyselina S-fenylmerkapturová (2) 6,78 268,1002 270,1069 C13H18NO3S C11[13]C2H18O3NS 268,1001 -0,413 ANO 270,1068 -0,445 ANO 

Kyselina S-p-tolylmerkapturová(1) 9,36 197,0631 199,0698 C10H13O2S C8[13]C2H13O2S 197,0633 1,081 ANO 199,0699 0,57 ANO 

Kyselina S-p-tolylmerkapturová (2) 7,67 282,1158 284,1226 C14H20NO3S C12[13]C2H20O3NS 282,1157  -0,463 ANO 284,1224 -0,599 ANO 

Kyselina S-benzylmerkapturová 7,16 282,1158 284,1226 C14H20NO3S C12[13]C2H20O3NS 282,1157 -0,605 ANO 284,1224 -0,67 ANO 
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3.3.3.5 Kvantitativní stanovení  biomarkerů expozice v moči a validace nové metody 

Vypracovaná metoda byla validována pro zkoumané biomarkery uvedené v tabulce 9, kde jsou 

uvedeny i použité vnitřní standardy pro každou skupinu. GC-MS analýza byla prováděna v režimu SIM, 

retenční data a příslušné diagnostické ionty jsou uvedeny v tabulce 11.  

Byla získána kalibrační závislost, mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ). Všechny 

validované parametry dosáhly uspokojivých hodnot, kromě LOQ pro S-PMA (0,07 mg/l), která obvykle 

vyžaduje měření s biologickým limitem > 0,05 mg/l. Všechny validované parametry jsou shrnuty v Tab. 

12. Preciznost byla v rozmezí 0,2 – 14,9 %, přesnost mezi 80 – 120 % a výtěžnost mezi 91 – 108 %. 

Všechny deriváty použité ke stanovení v moči vykazovaly také uspokojivou stabilitu (± 8 %).  

 

Tabulka 11: Přehled biomarkerů stanovovaných v moči vypracovanou GC-MS metodou 
RT 

(min) 
Analyt MMa 

Diagnostické m/z iontyb 

m/z (100 %) m/z1 m/z2 

4.28 Kyselina methoxyoctová 118 45 88 42 

4.84 Kyselina ethoxyoctová 132 59 88 43 

6.55 Kyselina butoxyoctová 160 57 41 88 

6.69 Kyselina furan-2-karboxylová 140 95 112 96 

7.07 Kyselina S-benzylmerkapturová (1) 180 91 124 90 

7.91 Kyselina pentaflurfenoxyoctová (ISc) 270 270 167 184 

8.27 
Kyselina S-(N-
methylkarbamoyl)merkapturová 

178 78 106 45 

9.14 Kyselina 2-fenylmáselná (IS) 192 91 119 118 

9.48 Kyselina adipová-1,6-13C2 (IS) 204 113 159 129 

9.64 Kyselina S-p-fluorfenylmerkapturová (1) (IS) 200 128 127 83 

9.96 Kyselina fenylglyoxylová 178 105 77 51 

10.01 Kyselina S-fenylmerkapturová (1) 182 110 109 182 

10.20 Kyselina t,t-mukonová  198 97 153 125 

10.38 Kyselina D-azetidin 2-karboxylová (IS) 201 128 56 127 

10.77 Kyselina S-p-tolylmerkapturová (1) 196 91 124 196 

11.82 Kyselina mandlová 252 107 79 206 

12.39 Kyselina hippurová 207 105 77 134 

12.49 Kyselina o-methylhippurová 221 118 119 91 

12.71 Kyselina m-methylhippurová 221 119 91 221 

12.76 Kyselina p-methylhippurová 221 119 91 221 

13.04 Kyselina S-p-fluorfenylmerkapturová (2) (IS) 285 226 43 285 

13.20 Kyselina 2-thiothiazolidin-4-karboxylová 263 263 118 117 

13.23 Kyselina S-fenylmerkapturová (2) 267 208 135 43 

13.46 Kyselina S-p-tolylmerkapturová (2) 281 222 149 43 

13.59 Kyselina S-benzylmerkapturová (2) 281 91 222 43 
a MM = nominální molekulová hmotnost derivátu 
b Diagnostické m/z ionty vhodné pro identifikace derivátu, m/z (100 %) je iont s nejvyšší intenzitou ve 

spektru, m/z1 a m/z2 dva následující. 
c IS = vnitřní standard 
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Tabulka 12: Validační parametry GC-MS metody pro stanovení zkoumaných biomarkerů v moči 

Metabolit R2 
LOD 

(mg/l) 
LOQ 

(mg/l) 

Rozsah 
kvantifikace 

(mg/l) 
Regresní rovnice 

Biol. 
limit  

(mg/l) 

Kyselina methoxyoctová 0.9999 0.02 0.07 0.29 - 288 0.2661x + 0.1581 1 
Kyselina ethoxyoctová 0.9998 0.07 0.22 0.33 - 333 0.2123x + 0.0312 50 
Kyselina butoxyoctová 0.9988 0.01 0.05 0.42 - 422 0.2430x + 0.1013 150 

Kyselina furan-2-karboxylová 0.9998 0.01 0.04 0,15 - 605 0.0508x - 0.0032 200 

Kyselina fenylglyoxylová 0.9985 0.03 0.11 0.15 - 600 0.0748x - 0.0029 400* 
Kyselina S-fenylmerkapturová (1) 0.9998 0.02 0.07 0.48 - 19.1 1.7656x + 2,2128 0.025 

Kyselina t,t-mukonová 0.9984 0.01 0.04 0.19 - 7.55 0.4293x + 0.3821 0.5 
Kyselina S-p-tolylmerkapturová 

(1) 
0.9991 0.05 0.16 0.51 - 20.24 1.1551x - 0.1521 – 

Kyselina mandlová 1 0.01 0.02 0.27 - 1094 0.3446x + 0,0602 400* 
Kyselina o-methylhippurová 0.9935 0.01 0.03 0.34 - 1351 0.5118x - 0,1229 2000** 
Kyselina m-methylhippurová 0,9944 0.004 0.01 0.34 - 1351 0.3581x + 0,0980 2000** 
Kyselina p-methylhippurová 0,999 0.04 0.14 0.34 - 1351 0.5107x - 0,0165 2000** 
Kyselina 2-thiothiazolidin-4-

karboxylová 
0.9995 0.08 0.25 0.52 - 52.16 0.0057x + 0.0035 0.5 

Kyselina S-benzylmerkapturová 
(2) 

0.9939 0.08 0.26 0.05 - 20.24 0.7765x - 0.2201 – 

* = suma kyselin fenylglyoxylové a mandlové, ** = suma kyselina methylhippurových 
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Celkový obrázek GC-MS analýzy biomarkerů průmyslových škodlivin přidaných společně 

s vnitřními standardy do vzorku moči zdravého dobrovolníka po jeho přípravě vypracovaným 

postupem znázorňuje obrázek 20.   
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Obrázek 20: TIC GC-EI-MS chromatogram vzorku moči s přidanými standardy metabolitů xenobiotik 

(nejvyšší testovaná kalibrační hladina, viz. tabulka 12) po derivatizaci s ECF. Chromatografické 

podmínky viz sekce 3.3.2.4, 1 –kyselina methoxyoctová, 2 – kyselina ethoxyoctová, 3 –kyselina 

butoxyoctová, 4 – kyselina furan-2-karboxylová, 5 –kyselina S-benzylmerkapturová (1), 6 – kyselina 

pentafluorofenoxyoctová, 7 – kyselina S-(N-methylkarbamoyl)merkapturová, 8 – kyselina 2-

fenylmáselná, 9 – kyselina adipová-1,6-13C2, 10 – kyselina S-p-fluorofenylmerkapturová (1), 11 – 

kyselina fenylglyoxylová, 12 – kyselina S-fenylmerkapturová (1), 13 – kyselina t,t-mukonová, 14 – 

kyselina D-azetidin 2-karboxylová, 15 –kyselina S-p-tolylmerkapturová (1),16 – kyselina mandlová, 17 

–kyselina hippurová, 18 – kyselina o-methylhippurová, 19 – kyselina m-methylhippurová, 20 – 

kyselina p-methylhippurová, 21 – kyselina S-p-fluorofenylmerkapturová (2), 22 – kyselina 2-

thiothiazolidin-4-karboxylová, 23 – kyselina S-fenylmerkapturová (2), 24 – kyselina S-p-

tolylmerkapturová (2), 25 – kyselina S-benzylmerkapturová (2). 
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3.3.3.6 Analýza referenčního materiálu a vzorků moči po expozici ethoxyethanolem 

Validovaná GC-MS metoda byla ověřena na stanovení známého množství kyselin v moči u dvou 

typů referenčních materiálů. První referenční vzorek (IP 45) obsahoval známé množství kyselin MAA, 

EAA, BAA, PGA, t,t-MA, o-, m- a p-MHA a druhý (RM 6009) obsahoval známou koncentraci PGA a MA. 

Jak je patrné z Tab. 13, naměřené hodnoty byly v dobré shodě s hodnotami referenčními. 

 

Tabulka 13: Porovnání výsledků stanovení koncentrace vybraných metabolitů xenobiotik 

v referenčních materiálech RM6009 a IP45. 

Analyt 
Referenční 

materiál 

Referenční 

hodnota (mg/l) 

Měřená hodnota 

(n=5) (mg/l) 

Kyselina methoxyoctová IP45 14.86 18.02±1.44 

Kyselina ethoxyoctová IP45 66.3 72.97±2.68 

Kyselina butoxyoctová IP45 90.8 87.00±0.65 

Kyselina fenylglyoxylová 
IP45 270.5 304.46±9.66 

RM6009 220±19.1 229±11.2 

Kyselina t,t-mukonová IP45 1.82 1.97±0.21 

Kyselina mandlová RM6009 326±11.4 311±8.9 

Kyseliny methylhippurové IP45 427.7 436.05±5.25 

 

Nová metoda byla dále využita k analýze vzorků moči zdravého dobrovolníka, který byl 

vystaven po dobu 4 hodin expozici ethoxyethanolu a v jehož moči byl sledován výskyt tohoto 

biomarkeru – EAA v závislosti na čase. Metoda byla porovnána s klasickou silylační derivatizační 

metodou stanovení EAA [114]. Nalezené koncentrace EAA v moči pro obě metody jsou uvedeny v Tab. 
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Tabulka 14: Porovnání výsledků stanovení EAA dvěma metodami derivatizace v moči exponované 

ethoxyethanolem. 

čas (hod) 
ECF MTBSTFA 

c (mg EAA/g kreatininu) smdoch c (mg EAA/g kreatininu) smdoch 

0 0.05 0.00 0.00 0.00 

4 5.25 0.19 5.44 0.24 

8 13.58 1.41 13.42 1.11 

12 15.04 1.19 16.66 0.98 

21 13.80 0.07 12.81 0.23 

24 12.66 0.74 12.08 0.56 

36 9.75 0.60 11.78 1.03 

45 6.98 0.07 8.43 0.22 

48 7.31 0.04 7.77 0.59 

60 5.59 0.29 7.61 0.42 

69 4.88 0.23 6.29 0.32 

72 4.04 0.10 4.83 0.08 

96 3.28 0.30 4.07 0.24 

120 2.16 0.19 3.69 0.03 

144 1.19 0.02 2.18 0.63 

168 0.23 0.01 2.18 0.01 

192 0.41 0.04 1.01 0.01 

 

 

Grafy na Obr. 21 a 22 ukazují časovou závislost expozice biomarkeru EAA vylučovaného ve 

sbírané moči. Koncentrace EAA v moči nejprve narůstala a po dosažení maxima, cca po 8 hodinách 

začala klesat. Z výsledků je patrné, že EAA je v moči detekovatelná ještě 188 hodin po ukončení 

expozice. Ukázalo se, že nová derivatizace s ECF poskytuje výsledky velice podobné těm, získaným 

postupem přípravy vzorku pracnější a zdlouhavější klasickou silylací MTBSTFA, přičemž nová metoda 

probíhá v jednom kroku a umožnuje stanovit současně až 16 biomarkerů v moči. 
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Obrázek 21: Graf závislosti koncentrace EAA v moči po expozici ethoxyethanolem na čase. V čase t = 

0 začal čas čtyřhodinové expozice ethoxyethanolem. Vzorky moči byly derivatizovány ECF (n = 3). 

 

 

Obrázek 22: Graf závislosti koncentrace EAA v moči po expozici ethoxyethanolem na čase. V čase t = 

0 začal čas čtyřhodinové expozice ethoxyethanolem. Vzorky moči byly derivatizovány MTBSTFA (n = 

3). 
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4 Závěr 

Byly vypracovány tři nové metody pro GC-MS stanovení protických metabolitů v biotekutinách 

(lidská moč, lidské sérum a plodová voda) založených na in situ derivatizaci s alkylchlormravenčany a 

jejich fluorovanými analogy.  

První z metod (kap. 3.1.) [1] popisuje novou, efektivní derivatizaci sekundární alicyklické 

hydroxylové skupiny ve sterolech a steroidech. Jako modelová sloučenina pro vývoj metody byl použit 

cholesterol a byly prověřeny různé alkylované chlormravenčany i jejich fluorované analogy pro reakci 

ve vodném i v bezvodém prostředí. Ke stoprocentní přeměně hydroxylové skupiny na očekávaný 

karbonát docházelo při použití činidel TFECF a HFBCF v bezvodém prostředí. Acylační reakce byla 

kombinována s mikroextrakcí kapalina-kapalina mezi isooktanovou a acetonitrilovou fázi. Vyvinutá 

metoda byla úspěšně testována pro GC-MS analýzu 12 modelových sterolů a steroidů a 4 tokoferolů. 

Každý z analytů poskytoval jeden pík s výbornými separačními vlastnostmi a dobře definovaná EI 

spektra obsahující diagnostické ionty vhodné pro kvantitativní analýzu. Po těchto experimentech byla 

metoda validována pro stanovení 6 diagnostických sterolů a 4 tokoferolů v lidském séru a plodové 

vodě a aplikována pro stanovení sterolů a tokoferolů v reálných vzorcích séra a plodové vody. 

Obdržené výsledky dobře korelovaly s výsledky popsanými ve dřívějších studiích [68 – 72]. Metoda 

derivatizace byla také použita pro stanovení sterolů a tokoferolů u hmyzu – ruměnice pospolné 

(Pyrrhocoris apterus). [2] 

Ve druhé studii (kap. 3.2.) [3] byla vyvinuta, popsána a validována GC-MS metoda založená na 

derivatizaci protických skupin pomocí HFBCF a současné mikroextrakci kapalina-kapalina, díky níž je 

možno stanovit profil 132 metabolitů v lidské moči. Vzorek moči (25 µl) byl podroben derivatizaci a 

následné analýze technikou GC-MS. Bylo celkem sledováno 153 klinicky významných močových 

metabolitů (56 aminokyselin a jejich konjugátů, 84 organických kyselin, 9 biogenních aminů a 4 další 

polární analyty). 120 metabolitů poskytovalo (78 %) jeden produkt, 25 (16 %) produkty dva a kyselina 

2-methylcitronová a kyselina citronová produktů více. Ze zkoumaného souboru 5 metabolitů nebylo 

možno detekovat a 3 metabolity byly vhodné pouze pro LC-MS analýzu. Po validaci na GC-MS byla 

metoda aplikována na reálné vzorky lidské moči a na moč obsahující certifikované množství vybraných 

metabolitů. Výsledky ukázaly, že vypracovaná metoda je vhodná pro cílenou metabolomickou analýzu 

lidské moči. 

Třetí studie (kap. 3.3.) se zabývala výzkumem rychlé a jednoduché metody pro stanovení 

xenometabolitů v lidské moči. Jednalo se o metabolity benzenu, toluenu, xylenů, styrenu, 

alkoxyalkoholů, sirovodíku, furalu a N,N-dimethylformamidu. Metabolity byly derivatizovány ECF in 

situ a získaný extrakt přímo podroben GC-MS analýze. Většina analytů poskytovala jeden 

předpokládaný produkt, jen ve skupině hippurových a merkapturových kyselin byl současně pozorován 
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další produkt, jejichž struktura byla objasněna pomocí LC-HRMS a izotopicky značeným ECF. Vyvinutá 

metoda byla validována pro 14 běžných biomarkerů expozice a úspěšně otestována na certifikovaném 

referenčním materiálu, porovnána se zavedenou silylační metodou [114] a bylo dokázáno, že je 

použitelná pro stanovení uvedených metabolitů v laboratorní praxi. 
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5 Seznam zkratek 

ACGIH – American Conference of Governmental Industrial Hygienists 

AdA-1,6-13C2 –kyselina adipová-1,6-13C2 

AMCC – kyselina S-(N-methylkarbamoyl)merkapturová 

BAA – kyselina butoxyoctová 

BAT – Biologische Arbeitsstoff-Toleranz-Werte 

BEI – Biological exposure indices 

BSTFA – bis-(trimethylsilyl) trifluoroacetamidu 

CE – kapilární elektroforéza 

CI – chemická ionizace 

CoA – koenzym A 

DCC – N,N´-dicyklohexylkarobodiimid 

DFG – Germany Deutsche Forschungsgemeinschaft  

EAA – kyselina ethoxyoctová 

ECF – ethylchlormravenčan  

EI – elektronová ionizace 

EOC – ethoxykarbonát 

FCA – kyselina furan-2-karboxylová 

FCF – fluoralkylchlormravenčany 

GC – plynová chromatografie 

GC-FID – plynová chromatografie s plamenově ionizačním detektorem 

GC-MS – plynová chromatografie s hmotnostní detekcí 

GSH – glutathion 

HA – kyselina hippurová 

HCF – n-hexylchlormravenčan  

HFBCF – 2,2,3,3,4,4,4-heptafluorobutylchlormravenčan 

HFBOC – heptafluorobutoxykarbonát 

HFBOH – heptafluorbutanol 

HMDB – Human Metabolome Data Base 

HOC – hexyloxykarbonát 

HPLC – vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

HPLC-MS/MS– vysokoúčinná kapalinový chromatografie s tandemovou spektrometrií 

HPLC-UV – vysokoúčinná kapalinový chromatografie s ultrafialovou detekcí 

Chol – cholesterol 

I.S. – vnitřní standard 

iBCF – isobutylchlormravenčan 

iBOC – isobutoxykarbonát 

LC-MS – kapalinová chromatografie s hmotnostní detekcí 

LLME – liquid-liquid mikroextrakce 

LLOQ – lower limit of quantification, nízký limit stanovení 

LOD – mez detekce 

LOQ – mez stanovení 

MA – kyselina mandlová 

MAA – kyselina methoxyoctová 
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MCF – methylchlormravenčan 

MM – monoisotopická hmotnost 

m-MHA –kyselina m-methylhippurová 

MOC – methoxykarbonát 

MS – hmotnostní spektrometrie 

MTBSTFA – N-methyl-N-(tert-butyldimethylsilyl) trifluoroacetamid 

n.d. – nedetekováno 

NICI – negativní chemická ionizace 

NMR – nukleární magnetická rezonance 

o-MHA– kyselina o-methylhippurová 

PA – peak area, plocha píku 

PCPCF – 2,2,3,3,3-pentafluoropropylchlormravenčan 

PFPAA – kyselina pentafluorfenoxyoctová  

PGA – kyselina fenylglyoxylová 

PICI – pozitivní chemická ionizace 

p-MHA –kyselinap-methylhippurová 

PTV – programovatelný nástřik u GC 

RCF – alkylchlormravenčany 

ROC – alkyloxykarbonáty 

RP – reverzní fáze 

RSD – relativní směrodatná odchylka 

RT – retenční čas 

S/N - poměr signál k šumu 

S-BMA–kyselina S-benzylmerkapturová 

S-FPMA – kyselina S-p-fluorfenylmerkapturová 

SIM – selected ion monitoring 

SPE – solid phase extraction 

S-PMA – kyselina S-fenylmerkapturová 

S-TMA–kyselina S-p-tolylmerkapturová 

t,t-MA – kyselina t,t - mukonová  

TBDMS – tert-butyldimethylsilyl 

TFECF – 2,2,2-trifuoroethlychlormravenčan 

TFEOC – trifluoroethoxykarbonát 

THP – tris-(3-hydroxypropyl) fosfinu 

TIC – total ion current 

TMCS – trimethylchlorsilan 

TMS – trimethylsilyl 

TMSI - 1-(trimethylsilyl) imidazol 

TTCA –kyselina 2-thiothiazolidin-4-karboxylová 

UV – ultrafialový 
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7 Přílohy 

Obr. S.1: Struktury vyšetřovaných sterolů, steroidů a tokoferolů. 
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Obr. S.2: EI spektra zkoumaných sterolů, steroidů a tokoferolů po derivatizaci s TFECF. 

 

 

 

 



84 
  

Obr. S.2 (pokračování): EI spektra zkoumaných sterolů, steroidů a tokoferolů po derivatizaci s TFECF. 
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Obr. S.2 (pokračování):EI spektra zkoumaných sterolů, steroidů a tokoferolů po derivatizaci s TFECF. 
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Obr. S.3: PICI spektra TFEOC derivátu cholesterolu, horní obrázek = ionizační plyn isobutan, dolní 

obrázek = ionizační plyn amoniak. 
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Tab. S.1: Preciznost, přesnost a výtěžnost stanovovaných sterolů a tokoferolů ve vzorcích kontrolního 

lidského séra po validaci metody.  

Analyt 
Koncentra ční 

hladina 
(µg/ml) 

Preciznost (%) P řesnost (%) Výtěžnost 
(%) within-run between-run  within-run between-run 

δ-Tokoferol 

30 2,6 3,2 98 93 92 

3 5,2 4,6 104 112 90 

0,15 1,2 5,9 91 86 104 

β-Tokoferol 

30 2,6 5,2 96 98 105 

3 3,8 2,5 98 96 108 

0,15 4,1 3,6 103 111 96 

γ-Tokoferol 

30 1,2 5,2 91 89 105 

3 5,1 5,1 96 85 99 

0,15 1,9 4,9 82 86 102 

α-Tokoferol 

30 5,0 4,3 102 85 110 

3 14,7 0,2 94 86 96 

0,15 13,7 5,2 85 82 92 

Dihydrocholesterol 

10 11,0 11,1 115 83 94 

1 15,1 3,7 89 83 98 

0,05 19,5 6,6 86 89 97 

Desmosterol 

10 12,9 13,1 110 105 85 

1 14,2 10,8 104 109 86 

0,05 18,9 19,5 111 113 90 

Lathosterol 

10 5,3 12,1 95 86 96 

1 11,6 15,9 85 88 92 

0,05 2,2 7,5 86 91 91 

Kampesterol 

10 3,7 11,2 98 105 101 

1 0,9 5,8 86 98 108 

0,05 11,1 11,0 83 86 98 

Stigmasterol 

10 8,5 9,0 90 85 99 

1 3,6 4,8 85 90 101 

0,05 9,3 9,6 82 82 109 

β-Sitosterol 

10 5,6 7,6 99 108 110 

1 4,6 12,6 98 87 98 

0,05 13,6 19,0 85 84 95 
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Tab. S.2: Navrhované struktury pro pozorované reakční produkty močových metabolitů po reakci s 

HFBCF. 

CH3

O

O

O F
F

F

F

F
F

F
 

Číslo 1 
K. pyrohroznová 
HMDB ID: HMDB00243 
Molekulový vzorec: C7H5F7O3 
Monoisotopická hmotnost = 
270,012691 Da 
 

O

O

O

O F

F F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

 

Číslo 2 
K. šťavelová 
HMDB ID: HMDB02329 
Molekulový vzorec: C10H4F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
453,988603 Da 
 

O

O

O

CH3

CH3

F

F
F F

F
F

F

 

Číslo 3 
K. 2-ketoisovalerová 
HMDB ID: HMDB00019 
Molekulový vzorec: C9H9F7O3 
Monoisotopická hmotnost = 
298,043992 Da 
 

OH

CH3

CH3
O

O

F

F

F

F

F

F

F

 

Číslo 4a 
K. 3-hydroxyisovalerová-1 (OH) 
HMDB ID: HMDB00754 
Molekulový vzorec: C9H11F7O3 
Monoisotopická hmotnost = 
300,059642 Da 
 

O

CH3

CH3

O

O

F F

F F

F F

F

OF

F

F

F

F F

F

O

 

Číslo 4b 
K. 3-hydroxyisovalerová-2  
(OR, 65 %) 
Molekulový vzorec: C14H12F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
526,046118 Da 
 

O

O CH3

O
CH3

F

F
F F

F
F

F

 

Číslo 5 
K. 2-keto-3-methylvalerová 
HMDB ID: HMDB00491 
Molekulový vzorec: C10H11F7O3 
Monoisotopická hmotnost = 
312,059642 Da 
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O

CH3

CH3

F

F
F F

F
F
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Číslo 6 
K. 4-methyl-2-oxovalerová 
HMDB ID: HMDB00695 
Molekulový vzorec: C10H11F7O3 
Monoisotopická hmotnost = 
312,059642 Da 
 

O

O

O

O
F

F
F

F
F

F
F

F

F

F

F
F

F

F

 

Číslo 7 
K. malonová 
HMDB ID: HMDB00691 
Molekulový vzorec: C11H6F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
468,004253 Da 
 

O

O

O

O
F

F
F

F
F

F
F

F

F

F

F
F

F

F
CH3

 

Číslo 8 
K. methylmalonová 
HMDB ID: HMDB00202 
Molekulový vzorec: C12H8F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
482,019904 Da 
 

OH

CH3

O

O

F

F

F

F

F

F

F

 

Číslo 9a 
K. 3-hydroxyvalerová-1 (OH) 
HMDB ID: HMDB00531 
Molekulový vzorec: C9H11F7O3 
Monoisotopická hmotnost = 
300,059642 Da 
 

O

CH3

O

O

F

F

F

F

F

F

F

O

O

F

F

F

F

F

F

F

 

Číslo 9b 
K. 3-hydroxyvalerová-2 (OR, 65 %) 
Molekulový vzorec: C14H12F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
526,046118 Da 
 

O

O
F

F
F

F
F

F
F

CH3

CH3

 

Číslo 10 
K. 2-propylvalerová 
HMDB ID: HMDB01877 
Molekulový vzorec: C12H17F7O2 
Monoisotopická hmotnost = 
326,111677 Da 
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OO
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F
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FF
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Číslo 11 
K. 2-hydroxyisomáselná 
HMDB ID: HMDB00729 
Molekulový vzorec: C13H10F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
512,030468 Da 
 

O

O

O

O
F

F
F

F
F

F
F

F

F

F

F
F

F

FCH3

 

Číslo 12 
K. ethylmalonová 
HMDB ID: HMDB00622 
Molekulový vzorec: C13H10F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 496,0355 
Da 
 

O O

CH3O

O

O

F

F

F

F
F

F

F

F

F
F

F
F

F

F
 

Číslo 13 
K. mléčná 
HMDB ID: HMDB00190 
Molekulový vzorec: C12H8F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
498,014818 Da 
 

O
O

O

O

O

F

F
F F

F
F

F

F

F

F

F

F

F

F

 

Číslo 14 
K. glykolová 
HMDB ID: HMDB00115 
Molekulový vzorec: C11H6F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
483,999168 Da 
 

O
O

O

O

F

F
F

F
F

F
F

F

F
F

F
F

F

F

 

Číslo 15 
K. fumarová 
HMDB ID: HMDB00134 
Molekulový vzorec: C12H6F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
480,004253 Da 
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Číslo 16 
K. citrakonová 
HMDB ID: HMDB00634 
Molekulový vzorec: C13H8F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
494,019904 Da 
 

O

O

O

O

F

F
F

F
F

F
F

F

F

F

F
F

F

F

 

Číslo 17 
K. jantarová 
HMDB ID: HMDB00254 
Molekulový vzorec: C12H8F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
482,019904 Da 
 

CH3

O

OO

O

F

F

F

F

F

F

F
F

F

F

F

F

F

F

 

Číslo 18 
K. methyljantarová 
HMDB ID: HMDB01844 
Molekulový vzorec: C13H10F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
496,035554 Da 
 

O

O

O

O

O

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

CH3  

Číslo 19 
K. 2-hydroxymáselná 
HMDB ID: HMDB00008 
Molekulový vzorec: C13H10F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
512,030468 Da 
 

O

O
F

F F

F F

F

F

 

Číslo 20 
K. benzoová 
HMDB ID: HMDB01870 
Molekulový vzorec: C11H7F7O2 
Monoisotopická hmotnost = 
304,033427 Da 
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Číslo 21a 
K. citramalová-1 (lakton) 
HMDB ID: HMDB00426 
Molekulový vzorec: C9H7F7O4 
Monoisotopická hmotnost = 
312,023256 Da 
 



92 
  

F

F

F F

FF

F

CH3
O

O

O

O O

F

F

F

FF

F
F

F

F

F

F
F

F
F

O

O

 

Číslo 21b 
K. citramalová-2 (OR, 30 %) 
HMDB ID: HMDB00426 
Molekulový vzorec: C18H11F21O7 
Monoisotopická hmotnost = 
738,016945 Da 
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Číslo 22 
K. 2-hydroxyisovalerová 
HMDB ID: HMDB00407 
Molekulový vzorec: C14H12F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
526,046118 Da 
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Číslo 23 
Tiglylglycin 
HMDB ID: HMDB00959 
Molekulový vzorec: C11H12F7NO3 
Monoisotopická hmotnost = 
339,070541 Da 
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Číslo 24a 
K. 3-hydroxymáselná-2 (OR) 
HMDB ID: HMDB00357 
Molekulový vzorec: C13H10F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
512,030468 Da 
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Číslo 24b 
K. 3-hydroxymáselná-1 (OH, 65 %) 
Molekulový vzorec: C8H9F7O3 
Monoisotopická hmotnost = 
286,043992 Da 
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Číslo 25 
Sarkosin 
HMDB ID: HMDB00271 
Molekulový vzorec: C12H9F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
497,030803 Da 
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Číslo 26 
K. 2-hydroxyvalerová 
HMDB ID: HMDB01863 
Molekulový vzorec: C14H12F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
526,046118 Da 
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Číslo 27 
K. 2-aminoisomáselná 
HMDB ID: HMDB01906 
Molekulový vzorec: C14H13F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
511,046453 Da 
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Číslo 28 
K. nikotinová 
HMDB ID: HMDB01488 
Molekulový vzorec: C10H6F7NO2 
Monoisotopická hmotnost = 
305,028676 Da 
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Číslo 29 
Alanin 
HMDB ID: HMDB00161 
Molekulový vzorec: C12H9F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
497,030803 Da 
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Číslo 30 
K. glutarová 
HMDB ID: HMDB00661 
Molekulový vzorec: C13H10F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
496,035554 Da 
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Číslo 31 
K, fenyloctová 
HMDB ID: HMDB00209 
Molekulový vzorec: C12H9F7O2 
Monoisotopická hmotnost = 
318,049077 Da 
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Číslo 32 
K. 2-hydroxyisokapronová 
HMDB ID: HMDB00665 
Molekulový vzorec: C15H14F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
540,061768 Da 
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Číslo 33 
K. 3-methylglutarová 
HMDB ID: HMDB00752 
Molekulový vzorec: C14H12F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
510,051204 Da 
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Číslo 34 
K. 2-hydroxy-3-methylvalerová 
HMDB ID: HMDB00819 
Molekulový vzorec: C15H14F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
540,061768 Da 
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Číslo 35 
Glycin 
HMDB ID: HMDB00123 
Molekulový vzorec: C11H7F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
483,015153 Da 
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Číslo 36 
K. 2-aminomáselná 
HMDB ID: HMDB00452 
Molekulový vzorec: C13H11F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
511,046453 Da 
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Číslo 37a 
N-Acetylglycin-2 
HMDB ID: HMDB00532 
Molekulový vzorec: C13H9F14NO5 
Monoisotopická hmotnost = 
525,025717 Da 
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Číslo 37b 
N-Acetylglycin-1(NR, 65%) 
Molekulový vzorec: C8H8F7NO3 
Monoisotopická hmotnost = 
299,039241 Da 
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Číslo 38 
K. 4-hydroxymáselná 
HMDB ID: HMDB00710 
Molekulový vzorec: C13H10F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
512,030468 Da 
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Číslo 39a 
Hexanoylglycin-1 (cyklický) 
Molekulový vzorec: C8H13NO2 
Monoisotopická hmotnost = 
155,094629 Da 
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Číslo 39b 
Hexanoylglycin-2 (65 %) 
HMDB ID: HMDB00701 
Molekulový vzorec: C12H16F7NO3 
Monoisotopická hmotnost = 
355,101841 Da 
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Číslo 40 
Valin 
HMDB ID: HMDB00883 
Molekulový vzorec: C14H13F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
525,062103 Da 
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Číslo 41 
K. 3-hydroxy-3-methylglutarová 
HMDB ID: HMDB00355 
Molekulový vzorec: C19H13F21O7 
Monoisotopická hmotnost = 
752,032595 Da 
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Číslo 42a 
K. 2-ketoglutarová-1 (2E, 80 %) 
HMDB ID: HMDB00208 
Molekulový vzorec: C13H8F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
510,014818 Da 
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Číslo 42b 
K. 2-ketoglutarová-2 (2Z) 
HMDB ID: HMDB00208 
Molekulový vzorec: C13H8F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
510,014818 Da 
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Číslo 43 
K. 2-fenylmáselná – I.S. 
Molekulový vzorec: C14H13F7O2 
Monoisotopická hmotnost = 
346,080377 Da 
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Číslo 44 
3-Alanin 
HMDB ID: HMDB00056 
Molekulový vzorec: C12H9F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
497,030803 Da 
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Číslo 45 
K. adipová 
HMDB ID: HMDB00448 
Molekulový vzorec: C14H12F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
510,051204 Da 
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Číslo 46 
K. 3-aminoisomáselná 
HMDB ID: HMDB03911 
Molekulový vzorec: C13H11F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
511,046453 Da 
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Číslo 47 
K. 3-methyladipová 
HMDB ID: HMDB00555 
Molekulový vzorec: C15H14F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
524,066854 Da 
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Číslo 48 
Propionylglycin 
HMDB ID: HMDB00783 
Molekulový vzorec: C9H10F7NO3 
Monoisotopická hmotnost = 
313,054891 Da 
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Číslo 49 
Leucin 
HMDB ID: HMDB00687 
Molekulový vzorec: C15H15F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
539,077753 Da 
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Číslo 50 
Isoleucin 
HMDB ID: HMDB00172 
Molekulový vzorec: C15H15F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
539,077753 Da 
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Číslo 51 
K. jablečná 
HMDB ID: HMDB00744 
Molekulový vzorec: C17H9F21O7 
Monoisotopická hmotnost = 
724,001295 Da 
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Číslo 52 
K. 3-hydroxypropionová (dimer) 
HMDB ID: HMDB00700 
Molekulový vzorec: C14H12F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
526,046118 Da 
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Číslo 53 
K. 5-hydroxyhexanová 
HMDB ID: HMDB00525 
Molekulový vzorec: C15H14F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
540,061768 Da 
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Číslo 54 
K. trans-aconitová 
HMDB ID: HMDB00958 
Molekulový vzorec: C18H9F21O6 
Monoisotopická hmotnost = 
720,00638 Da 
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Číslo 55 
Prolin 
HMDB ID: HMDB00162 
Molekulový vzorec: C14H11F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
523,046453 Da 
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Číslo 56 
K. pimelová 
HMDB ID: HMDB00857 
Molekulový vzorec: C15H14F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
524,066854 Da 
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Číslo 57a 
Threonin-1 (OH) 
HMDB ID: HMDB00167 
Molekulový vzorec: C13H11F14NO5 
Monoisotopická hmotnost = 
527,041367 Da 
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Číslo 57b 
Threonin-2 (OR, 40 %) 
HMDB ID: HMDB00167 
Molekulový vzorec: C18H12F21NO7 
Monoisotopická hmotnost = 
753,027844 Da 
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Číslo 58 
Glycerol (dihydroxy-propionat) 
HMDB ID: HMDB00139 
Molekulový vzorec: C17H9F21O8 
Monoisotopická hmotnost = 
739,996209 Da 
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Číslo 59 
Isovalerylglycin 
HMDB ID: HMDB00678 
Molekulový vzorec: C11H14F7NO3 
Monoisotopická hmotnost = 
341,086191 Da 
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Číslo 60a 
K. citronová-2 (OH) 
HMDB ID: HMDB00094 
Molekulový vzorec: C18H11F21O7 
Monoisotopická hmotnost = 
738,016945 Da 
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Číslo 60b 
K. citronová-3 (OR, 25 %) 
Molekulový vzorec: C23H12F28O9 
Monoisotopická hmotnost = 
964,003422 Da 
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Číslo 60c 
K.cis-akonitová (2 %)  
HMDB ID: HMDB00072 
Molekulový vzorec: C18H9F21O6 
Monoisotopická hmotnost = 
720,00638 Da 
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Číslo 61 
K. ftalová 
HMDB ID: HMDB02107 
Molekulový vzorec: C16H8F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
530,019904 Da 
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Číslo 62 
K. 4-aminomáselná 
HMDB ID: HMDB00650 
Molekulový vzorec: C13H11F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
511,046453Da 
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Číslo 63 
K. 4-fenylmáselná – I.S. 
Molekulový vzorec: C14H13F7O2 
Monoisotopická hmotnost = 
346,080377Da 
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Číslo 64 
K. asparagová 
HMDB ID: HMDB00191 
Molekulový vzorec: C17H10F21NO6 
Monoisotopická hmotnost = 
723,017279 Da 

O

O

O

O

O

F

F

F

F
F

F
F

F

F
F

F
F

F
F

O

O
F

F

F

F

F

F
F

 

Číslo 65 
K. D-2-hydroxyglutarová 
HMDB ID: HMDB00606 
Molekulový vzorec: C18H11F21O7 
Monoisotopická hmotnost = 
738,016945 Da 
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Číslo 66 
K. N-acetylasparagová 
HMDB ID: HMDB00812 
Molekulový vzorec: C14H11F14NO5 
Monoisotopická hmotnost = 
539,041367 Da 
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Číslo 67 
K. 3-hydroxyadipová 
HMDB ID: HMDB00345 
Molekulový vzorec: C19H13F21O7 
Monoisotopická hmotnost = 
752,032595 Da 
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Číslo 68a 
K. 2-methylcitronová (lakton) 
HMDB ID: HMDB00379 
Molekulový vzorec: C24H14F28O9 
Monoisotopická hmotnost = 
552,025383 Da 
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Číslo 68b 
K. 2-methylcitronová (triester, 60 %) 
HMDB ID: HMDB00379 
Molekulový vzorec: C24H14F28O9 
Monoisotopická hmotnost = 
752,032595Da 
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Číslo 68c 
K. 2-methylcitronová 
(dehydrat., 20 %) 
HMDB ID: HMDB00379 
Molekulový vzorec: C24H14F28O9 
Monoisotopická hmotnost = 
734,02203Da 
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Číslo 68d 
K. 2-methylcitronová 
(triester + OR, 10 %) 
HMDB ID: HMDB00379 
Molekulový vzorec: C24H14F28O9 
Monoisotopická hmotnost = 
978,019072 Da 
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Číslo 69 
K. pyroglutamová 
HMDB ID: HMDB00267 
Molekulový vzorec: C14H9F14NO5 
Monoisotopická hmotnost = 
537,025717 Da 
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Číslo 70 
Asparagin 
HMDB ID: HMDB00168 
Molekulový vzorec: C13H8F14N2O4 
Monoisotopická hmotnost = 
522,026052 Da 
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Číslo 71 
S-Methylcystein 
HMDB ID: HMDB02108 
Molekulový vzorec: 
C13H11F14NO4S 
Monoisotopická hmotnost = 
543,018523 Da 
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Číslo 72 
K. suberová 
HMDB ID: HMDB00893 
Molekulový vzorec: C16H16F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
538,082504 Da 
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Číslo 73 
K. salicylová 
HMDB ID: HMDB01895 
Molekulový vzorec: C16H8F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
546,014818 Da 
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Číslo 74 
K. mandlová 
HMDB ID: HMDB00703 
Molekulový vzorec: C17H10F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
560,030468 Da 
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Číslo 75 
Thioprolin 
HMDB ID: - 
Molekulový vzorec: C13H9F14NO4S 
Monoisotopická hmotnost = 
541,002873 Da 
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Číslo 76 
Methylkrotonylglycin 
HMDB ID: HMDB00459 
Molekulový vzorec: C11H12F7NO3 
Monoisotopická hmotnost = 
339,070541 Da 
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Číslo 77 
Serin 
HMDB ID: HMDB00187 
Molekulový vzorec: C17H10F21NO6 
Monoisotopická hmotnost = 723,0238 
Da 
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Číslo 78a 
K. hippurová-1 (cyklická) 
HMDB ID: HMDB00714 
Molekulový vzorec: C9H7NO2 
Monoisotopická hmotnost = 
161,047678 Da 
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Číslo 78b 
K. hippurová-2 (ester, 60 %) 
HMDB ID: HMDB00714 
Molekulový vzorec: C13H10F7NO3 
Monoisotopická hmotnost = 
361,054891 Da 
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Číslo 79a 
K. 3-hydroxysebaková-1 (OH) 
HMDB ID: HMDB00350 
Molekulový vzorec: C18H20F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
582,108719 Da 
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Číslo 79b 
K. 3-hydroxysebaková-2 (OR, 20 %)  
HMDB ID: HMDB00350 
Molekulový vzorec: C23H21F21O7 
Monoisotopická hmotnost = 
808,095195 Da 
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Číslo 80 
K. isocitronová 
HMDB ID: HMDB00193 
Molekulový vzorec: C23H12F28O9 
Monoisotopická hmotnost = 
964,003422 Da 
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Číslo 81 
K. 5-aminovalerová 
HMDB ID: HMDB03355 
Molekulový vzorec: C14H13F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
525,062103 Da 
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Číslo 82 
K. 2-hydroxyfenyloctová 
HMDB ID: HMDB00669 
Molekulový vzorec: C17H10F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
560,030468 Da 
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Číslo 83 
K. glutamová 
HMDB ID: HMDB00148 
Molekulový vzorec: C18H12F21NO6 
Monoisotopická hmotnost = 
737,25745 Da 
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Číslo 84 
K. 3-fenylmléčná 
HMDB ID: HMDB00779 
Molekulový vzorec: C18H12F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
574,046118 Da 
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Číslo 85 
K. antranilová 
HMDB ID: HMDB01123 
Molekulový vzorec: C16H9F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
545,030803 Da 
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Číslo 86 
K. azelaová 
HMDB ID: HMDB00784 
Molekulový vzorec: C17H18F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
552,098154 Da 
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Číslo 87 
K. 4-hydroxybenzoová 
HMDB ID: HMDB00500 
Molekulový vzorec: C16H8F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
546,014818 Da 
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Číslo 88 
Methionin 
HMDB ID: HMDB00696 
Molekulový vzorec: 
C14H13F14NO4S 
Monoisotopická hmotnost = 
557,034173 Da 
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Číslo 89a 
3-hydroxyprolin-2 (OR) 
HMDB ID: HMDB02113 
Molekulový vzorec: C19H12F21NO7 
Monoisotopická hmotnost = 
765,027844 Da 
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Číslo 89b 
3-hydroxyprolin-1 (OH, 65 %) 
HMDB ID: HMDB02113 
Molekulový vzorec: C14H11F14NO5 
Monoisotopická hmotnost = 
539,041367 Da 
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Číslo 90 
Cystein 
HMDB ID: HMDB00574 
Molekulový vzorec: 
C17H10F21NO6S 
Monoisotopická hmotnost = 
754,989349 Da 
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Číslo 91 
K. 3-hydroxyfenyloctová 
HMDB ID: HMDB00440 
Molekulový vzorec: C17H10F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
560,030468 Da 
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Číslo 92 
K. fenylpyrohroznová 
HMDB ID: HMDB12225 
Molekulový vzorec: C18H10F714O5 
Monoisotopická hmotnost = 
572,030468 Da 
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Číslo 93 
K. 2-aminoadipová 
HMDB ID: HMDB00510 
Molekulový vzorec: C19H14F21NO6 
Monoisotopická hmotnost = 
751,048579 Da 
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Číslo 94a 
4-hydroxyprolin-2 
HMDB ID: HMDB00725 
Molekulový vzorec: C19H12F21NO7 
Monoisotopická hmotnost = 
765,027844 Da 
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Číslo 94b 
4-hydroxyprolin-1 (OH, 65 %) 
HMDB ID: HMDB00725 
Molekulový vzorec: C14H11F14NO5 
Monoisotopická hmotnost = 
539,041367 Da 
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Číslo 95 
K. sebaková 
HMDB ID: HMDB00792 
Molekulový vzorec: C18H20F14O4 
Monoisotopická hmotnost = 
566,113804 Da 
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Číslo 96 
K. 4-hydroxyfenyloctová 
HMDB ID: HMDB00020 
Molekulový vzorec: C17H10F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
560,030468 Da 
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Číslo 97 
K. 5-aminolevulová 
HMDB ID: HMDB01149 
Molekulový vzorec: C14H11F14NO5 
Monoisotopická hmotnost = 
539,041367 Da 
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Číslo 98 
Fenylalanin 
HMDB ID: HMDB00159 
Molekulový vzorec: C18H13F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
573,062103 Da 
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Číslo 99 
K. 2-aminopimelová 
HMDB ID: HMDB34252 
Molekulový vzorec: C20H16F21NO6 
Monoisotopická hmotnost = 
765,064229 Da 
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Číslo 100 
Homocystein 
HMDB ID: HMDB00742 
Molekulový vzorec: C18H12F21NO6 
Monoisotopická hmotnost = 
769,004999 Da 
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Číslo 101 
K. diaminomáselná 
HMDB ID: HMDB06284 
Molekulový vzorec: 
C18H13F21N2O6 
Monoisotopická hmotnost = 
752,043828 Da 
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Číslo 102 
K.trans-urokanová 
HMDB ID: HMDB00301 
Molekulový vzorec: C15H8F14N2O4 
Monoisotopická hmotnost = 
546,026052 Da 
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Číslo 103 
Homofenylalanin – I.S. 
Molekulový vzorec: C19H15F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
587,077753 Da 
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Číslo 104 
K. homovanilová 
HMDB ID: HMDB00118 
Molekulový vzorec: C18H12F14O6 
Monoisotopická hmotnost = 
590,041033 Da 
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Číslo 105a 
Putrescin-2 
HMDB ID: HMDB01414 
Molekulový vzorec: 
C14H14F14N2O4 
Monoisotopická hmotnost = 
540,073002 Da 
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Číslo 105b 
Putrescin-1 (isokyanat, 75 %) 
HMDB ID: HMDB01414 
Molekulový vzorec: C10H11F7N2O3 
Monoisotopická hmotnost = 
340,06579 Da 
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Číslo 106 
Histamin 
HMDB ID: HMDB00870 
Molekulový vzorec: 
C15H11F14N3O4 
Monoisotopická hmotnost = 
563,052601 Da 
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Číslo 107 
Glutamin 
HMDB ID: HMDB00641 
Molekulový vzorec: 
C14H12F14N2O5 
Monoisotopická hmotnost = 
554,05227 Da 
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Číslo 108 
1-Methylhistidin 
HMDB ID: HMDB00479 
Molekulový vzorec: 
C16H13F14N3O4 
Monoisotopická hmotnost = 
577,068251 Da 
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Číslo 109 
Ornitin 
HMDB ID: HMDB00214 
Molekulový vzorec: 
C19H15F21N2O6 
Monoisotopická hmotnost = 
766,059478 Da 
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Číslo 110 
K. 4-hydroxymandlová 
HMDB ID: HMDB00822 
Molekulový vzorec: C22H11F21O8 
Monoisotopická hmotnost = 
802,01186 Da 
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Číslo 111 
K. 4-aminobenzoová 
HMDB ID: HMDB01392 
Molekulový vzorec: C16H9F14NO4 
Monoisotopická hmotnost = 
545,030803 Da 
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Číslo 112 
K. 2-hydroxysebaková 
HMDB ID: HMDB00424 
Molekulový vzorec: C23H21F21O7 
Monoisotopická hmotnost = 
808,095195 Da 
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Číslo 113 
K. indoloctová 
HMDB ID: HMDB00197 
Molekulový vzorec: C14H10F7NO2 
Monoisotopická hmotnost = 
357,059976 Da 
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Číslo 114a 
Histidin-2 (NR) 
HMDB ID: HMDB00177 
Molekulový vzorec: 
C20H12F21N3O6 
Monoisotopická hmotnost = 
789,039077 Da 
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Číslo 114b 
Histidin-1 (NH, 15 %)  
HMDB ID: HMDB00177 
Molekulový vzorec: 
C15H11F14N3O4 
Monoisotopická hmotnost = 
563,052601 Da 
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Číslo 115 
K. 4-hydroxyskořicová 
HMDB ID: HMDB02035 
Molekulový vzorec: C18H10F14O5 
Monoisotopická hmotnost = 
572,030468 Da 
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Číslo 116 
3-Methylhistidin 
HMDB ID: HMDB00479 
Molekulový vzorec: 
C16H13F14N3O4 
Monoisotopická hmotnost = 
577,068251 Da 
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Číslo 117 
K. 2-amino-4-(methylsulfonyl) 
butanová 
HMDB ID: − 
Molekulový vzorec: 
C14H13F14NO6S 
Monoisotopická hmotnost = 
589,024002 Da 
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Číslo 118 
K. 4-hydroxyfenylmléčná 
HMDB ID: HMDB00755 
Molekulový vzorec: C23H13F21O8 
Monoisotopická hmotnost = 
816,02751 Da 
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Číslo 119a 
Lysin-2 
HMDB ID: HMDB00182 
Molekulový vzorec: 
C20H17F21N2O6 
Monoisotopická hmotnost = 
780,075128 Da 
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Číslo 119b 
Lysin-1 (cyklická, 35 %)  
HMDB ID: HMDB00182 
Molekulový vzorec: 
C16H14F14N2O5 
Monoisotopická hmotnost = 
580,067916 Da 
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Číslo 120 
K. 2-hydroxyhippurová 
HMDB ID: HMDB00840 
Molekulový vzorec: C18H11F14NO6 
Monoisotopická hmotnost = 
603,036282 Da 
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Číslo 121 
K. palmitová 
HMDB ID: HMDB00220 
MOLECULAR FORMULA: 
C20H33F7O2 
Monoisotopická hmotnost = 
438,236878 Da 
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Číslo 122 
K. vanilylmandlová 
HMDB ID: HMDB00291 
MOLECULAR FORMULA: 
C23H13F21O9 
Monoisotopická hmotnost = 
832,022424 Da 
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Číslo 123a 
Kadavarin-2 
HMDB ID: HMDB02322 
MOLECULAR FORMULA:  
C15H16F14N2O4 
Monoisotopická hmotnost = 
554,088652 Da 
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Číslo 123b 
Kadaverin-1 (isokyanát, 80 %) 
MOLECULAR FORMULA:  
C11H13F7N2O3 
Monoisotopická hmotnost = 
354,08144 Da 
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Číslo 124a 
K. 2,6-diaminopimelová (izom.) 
HMDB ID:HMDB01370 
MOLECULAR FORMULA: 
C25H18F28N2O8 
Monoisotopická hmotnost = 
1006,061605 Da 
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Číslo 125 
Glycylprolin 
HMDB ID: HMDB00721 
MOLECULAR FORMULA: 
C16H14F14N2O5 
Monoisotopická hmotnost = 
580,067916 Da 
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Číslo 126 
K. kynurenová 
HMDB ID: HMDB00913 
MOLECULAR FORMULA: 
C19H19F14NO5 
Monoisotopická hmotnost = 
597,025717 Da 
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Číslo 127 
Tyramin 
HMDB ID: HMDB00306 
MOLECULAR FORMULA: 
C18H13F14NO5 
Monoisotopická hmotnost = 
589,057017 Da 
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Číslo 128 
K. 4-hydroxy-3-methoxyfenylmléčná 
HMDB ID: − 
MOLECULAR FORMULA: 
C24H15F21O9 
Monoisotopická hmotnost = 
846,038074 Da 
 

O

O

NH

O

O

O

O

O

F

FF

F

F

F

F

F

F F

F

F

F

F

F

F

F

F F

F

F

 

Číslo 129 
Tyrosin 
HMDB ID: HMDB00158 
MOLECULAR FORMULA: 
C23H14F21NO7 
Monoisotopická hmotnost = 
815,043494 Da 
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Číslo 130 
K. 4-hydroxy-3-methoxyskořicová 
HMDB ID: : HMDB00954 
MOLECULAR FORMULA: 
C19H12F14O6 
Monoisotopická hmotnost = 
602,041033 Da 
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Číslo 131 
3-Methoxytyramin 
HMDB ID: HMDB00022 
MOLECULAR FORMULA: 
C24H16F21NO8 
Monoisotopická hmotnost = 
845,054059 Da 
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Číslo 132 
Cystathionin 
HMDB ID: HMDB00099 
MOLECULAR FORMULA: 
C25H18F28N2O8S 
Monoisotopická hmotnost = 
1038,033675 Da 
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Číslo 133 
Dopamin 
HMDB ID: HMDB00073 
MOLECULAR FORMULA: 
C23H14F21NO8 
Monoisotopická hmotnost = 
831,038409 Da 
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Číslo 134 
K. stearová 
HMDB ID: HMDB00827 
MOLECULAR FORMULA: 
C22H37F7O2 
Monoisotopická hmotnost = 
466,268178 Da 
 

O

O

NH

O

O

F

F

F

F F

F

F

O

O

F

F

F

F

F

F
F

O

O

F

F

F

F F

F

F

O

O

F

F F

F

F

F

F

 

Číslo 135 
3,4-Dihydroxyfenylalanin 
HMDB ID: HMDB00181 
MOLECULAR FORMULA: 
C28H15F28NO10 
Monoisotopická hmotnost = 
1057,024885 Da 
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Číslo 136 
Metanefrin 
HMDB ID: HMDB04063 
MOLECULAR FORMULA: 
C20H17F14NO7 
Monoisotopická hmotnost = 
649,078147 Da 
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Číslo 137 
Cystin 
HMDB ID: HMDB00192 
MOLECULAR FORMULA: 
C24H16F28N2O8S2 
Monoisotopická hmotnost = 
1055,99009 Da 
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Číslo 138 
5-Hydroxylysin 
HMDB ID: HMDB00450 
MOLECULAR FORMULA: 
C25H18F28N2O9 
Monoisotopická hmotnost = 
1022,373710 Da 
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Číslo 139 
Tryptamin 
HMDB ID: HMDB00303 
MOLECULAR FORMULA: 
C20H14F14N2O4 
Monoisotopická hmotnost = 
612,073002 Da 
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Číslo 140a 
Normetanefrin-1 
HMDB ID: HMDB00819 
MOLECULAR FORMULA: 
C24H16F21NO9 
Monoisotopická hmotnost = 
861,048973 Da 
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Číslo 140b 
Normetanefrin-2 (10 %) 
HMDB ID: HMDB00819 
MOLECULAR FORMULA: 
C19H15F14NO7 
Monoisotopická hmotnost = 
635,062497 Da 
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Číslo 141 
Tryptofan 
HMDB ID: HMDB00929 
MOLECULAR FORMULA: 
C20H14F14N2O4 
Monoisotopická hmotnost = 
612,073002 Da 
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Číslo 142 
Prolylhydroxyprolin 
HMDB ID: HMDB06695 
MOLECULAR FORMULA: 
C24H19F21N2O8 
Monoisotopická hmotnost = 
862,080608 Da 
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Číslo 143 
Kynurenin 
HMDB ID: HMDB00684 
MOLECULAR FORMULA: 
C24H15F21N2O7 
Monoisotopická hmotnost = 
842,054393 Da 
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Číslo 144 
K. 5-hydroxyindoloctová 
HMDB ID: HMDB00763 
MOLECULAR FORMULA: 
C19H11F14NO5 
Monoisotopická hmotnost = 
599,041367 Da 
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Číslo 145a 
Homocystin 
HMDB ID: HMDB00742 
MOLECULAR FORMULA: 
C26H20F28N2O8S2 
Monoisotopická hmotnost = 
1084,021395 Da 
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Číslo 146 
5-Hydroxytryptamin (Serotonin) 
HMDB ID: HMDB00259 
MOLECULAR FORMULA: 
C25H15F21N2O7 
Monoisotopická hmotnost = 
854,054393 Da 
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Číslo 147 
K. mevalonová 
HMDB ID: HMDB00227 
MOLECULAR FORMULA: 
C10H13F7O4 
Monoisotopická hmotnost = 
330,070206 Da 
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Číslo 148 
Citrulin 
HMDB ID: : HMDB00904 
MOLECULAR FORMULA: 
C15H15F14N3O5 
Monoisotopická hmotnost = 
583,078815 Da 
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Číslo 149a 
Arginin-1 
HMDB ID: HMDB00517 
MOLECULAR FORMULA: 
C15H16F14N4O4 
Monoisotopická hmotnost = 582,0948 
Da 
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Číslo 149b 
Arginin-2 (5 %) 
HMDB ID: HMDB00517 
MOLECULAR FORMULA: 
C20H17F21N4O6 
Monoisotopická hmotnost = 
808,081276 Da 
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Číslo 150 
Kreatinin 
HMDB ID: HMDB00562 
MOLECULAR FORMULA: 
C9H8F7N3O3 
Monoisotopická hmotnost = 
339,045389 Da 
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