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ABSTRAKT 

 

Univerzita Karlova v Praze  

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové  

Katedra analytické chemie  

 

 

Kandidát: Jitka Mrázková 

Školitel: PharmDr. Petr Chocholouš, Ph.D.  

Název diplomové práce: Sekvenční injekční chromatografie – srovnání 

spektrofotometrických detektorů. 

 

Následující diplomová práce porovnává přesnost a účinnost sekvenční injekční 

chromatografie a ultraúčinné kapalinové chromatografie. Pro tento experiment byl 

použit standardní roztok fenolických kyselin o různých koncentracích. Oba 

chromatografické systémy (sekvenční injekční chromatografie a ultraúčinná kapalinová 

chromatografie) byly nastaveny na stejné podmínky měření. Pro separaci byla použita 

stejná core-shell kolona (Ascentis® Express C18).   

Pro detekci byl použit stejný chromatografický detektor. Separace všech složek 

byla uskutečněna gradientovou elucí užívající binární mobilní fázi složenou z 

acetonitrilu a kyseliny octové (při pH 2,7). Hodnoty kalibrací a opakovatelností ukazují, 

že sekvenční injekční chromatografie poskytuje téměř stejnou preciznost a účinnost 

jako ultraúčinná kapalinová chromatografie. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Charles University in Prague  

Faculty of Pharmacy in Hradec Králové  

Department of Analytical chemistry  

 

 

Candidate: Jitka Mrázková  

Supervisor: PharmDr. Petr Chocholouš, Ph.D.  

Title of diploma thesis: Sequential injection chromatography – comparsion of 

spectrophotometric detectors. 

 

Following diploma thesis compares precision and performance of sequential 

injection chromatography and ultrahigh performance liquid chromatography. For this 

experiment were used standard solutions of phenolic acids with different concentrations. 

Both chromatographic systems (sequential injection chromatography and ultrahigh 

performance liquid chromatography) were set to the same conditions of measurement. 

For the separation was used the same core-shell column (Ascentis® Express C18). 

For the detection was used the same chromatographic detector. The separations 

of all the components were performed by gradient elution using binary mobile phases 

composed of acetonitrile and acetic acid (at pH 2.7). The values of calibrations and 

repeatability demonstrate that sequential injection chromatography provides almost the 

same precision and performance as ultrahigh liquid chromatography.  
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Použité zkratky 

ACN  acetonitril 

Avg a  aritmetický průměr ploch píku 

Avg H  aritmetický průměr výšek píku 

CA  skořicová kyselina 

CAD  Charged aerosol detector (Detektor nabitého aerosolu) 

CAS  mezinárodně uznávaný jednoznačný číselný kód (pro chemické látky) 

ChA  chlorogenová kyselina 

DAD  Diode Array Detector (Detektor s diodovým polem) 

ELSD  Evaporative light scattering detector (Odpařovací detektor rozptylu) 

FA  ferulová kyselina 

FIA  Flow Injection Analysis (Průtoková injekční analýza) 

HPLC High Performance Liquid Chromatography (Vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie) 

MS  Mass Spectrometry (Hmotnostní spektrometrie) 

oCA  o-kumarová kyselina 

PA  protokatechová kyselina 

PEEK  Polyetheretherketon 

RSD a  relativní směrodatná odchylka ploch píku 

RSD H  relativní směrodatná odchylka výšek píku 

SD a  směrodatná odchylka ploch píku 

SD H  směrodatná odchylka výšek píku 

SIA  Sequential Injection Analysis (Sekvenční injekční analýza) 

SIC Sequential Injection chromatography (Sekvenční injekční 

chromatografie) 

UHPLC Ultra High Performance Liquid chromatography (Ultraúčinná kapalinová 

chromatografie) 

UV/VIS spektrometrie ve viditelné a ultrafialové oblasti



11 
 

1 ÚVOD 

V současné době je neoddělitelnou součástí každé moderní analytické laboratoře 

zařízení pro vysokoúčinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Tento systém 

se s výhodami používá pro celou řadu analýz. HPLC vyniká citlivostí stanovení, 

přesností, rychlostí a také automatizací. Tato metoda se neustále vyvíjí. Zároveň velký 

pokrok nastal při vývoji dalších chromatografických součástí (detektory, 

chromatografické separační kolony). Nicméně začínají se objevovat i jisté nevýhody 

této metody. Zařízení pro HPLC v laboratořích zabírá relativně velký prostor, 

zároveň je poměrně náročné na provozní a servisní náklady.  

Systém, který přináší spojení HPLC a další důležité analytické metody – 

sekvenční injekční analýzy, je sekvenční injekční chromatografie. Tento systém našel 

postupně velké využití a i v této rychle se rozvíjející oblasti analytické chemie. 

Sekvenční injekční chromatografie má své výhody, zařízení je malé a mobilní. 

Zároveň zařízení pro SIC není zdaleka tak nákladné a je i snadněji opravitelné na rozdíl 

od HPLC. 

 HPLC i SIC jsou velmi důležitými analytickými metodami, které pracují 

na stejném principu. Rozhodli jsme se porovnat, s jak velkými rozdíly oba systémy 

měří. Za předpokladu, že je měření provedeno na stejné chromatografické koloně, 

stejném detektoru a na stejných vzorcích a za identických podmínek. 
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2 CÍL A ZADÁNÍ PRÁCE: 

Tato práce má za cíl porovnat, s jakou přesností měří typické zařízení 

pro sekvenční injekční chromatografii ve srovnání se systémem pro vysokoúčinnou 

kapalinovou chromatografii. Na obou systémech se měření provádělo za stejných 

podmínek. Byly použity stejné standardy fenolických kyselin, do obou systémů byla 

zapojena stejná chromatografická kolona s částicemi s pevným jádrem. 

Pro zaznamenání a sledování dat se použil identický detektor. Na obou systémech 

se provedlo měření kalibrace a opakovatelnosti. Z naměřených hodnot můžeme 

pozorovat rozdíl, s jakou přesností pracují oba systémy. 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 

3.1 Sekvenční injekční analýza 

Sekvenční injekční analýza (Sequential Injection Analysis, SIA) představuje 

druhou generaci průtokových technik, byla vyvinuta v roce 1990, jako nástupce 

průtokové injekční analýzy (FIA). Zavedení SIA znamenalo značný posun v chemické 

analýze a odstranilo některé nedostatky, které provázely FIA. SIA se používá pro 

stanovení široké škály analytů v různých matricích v rozličných oblastech výzkumu 

a průmyslu. Sekvenční injekční analýza položila základ dalším analytickým metodám, 

které se z ní postupem času vyvinuly [1,2]. 

 Základní rozdíl mezi FIA a SIA je již v samotném zavedení roztoku vzorku 

a činidel do systému. FIA využívá kontinuální tok, kdy definovaný objem vzorku se 

nasaje do kontinuálního toku nosného činidla. Zóna aspirovaného vzorku poté postupně 

putuje systémem, disperzí se mísí s činidly a vytváří se produkt chemické reakce. 

Výsledek chemické reakce poté zaznamená vhodně zvolený detektor [2,3,4]. 

 SIA aplikuje sekvenční nastříknutí roztoků vzorku a činidel do jednokanálového 

systému. Toto nastříknutí obstarává vícecestný selekční ventil a pumpa (čerpadlo) 

nejčastěji pístová nebo peristaltická. Po nasátí všech potřebných roztoků se pohyb pístu 

pumpy obrátí a tím dojde k promísení zón vzorku a činidla. Časté a opakované změny 

ve směru toku umožní dokonalejší disperzi a vytvoří se koncentrační gradient. 

Promísením proběhne chemická reakce mezi vzorkem a činidlem jejímž výsledkem je 

produkt, který zachytí a zaznamená vhodný detektor. Podle charakteru výsledného 

produktu chemické reakce zvolíme příslušný detektor [1,2,4]. 

 Typické zařízení pro sekvenční injekční analýzu obsahuje vícecestný selekční 

ventil, který umožňuje programovatelný nástřik vzorku a činidel do systému. 

Uvnitř vícecestného ventilu je centrální rotor s komunikačním kanálkem, 

který propojuje každý periferní vstup ventilu s centrálním vstupem. Ventil spojuje 

jednotlivé komponenty celého systému pro SIA. Vícecestný selekční ventil je napojen 

na dvousměrnou pístovou pumpu sloužící k aspiraci přesných objemů činidel a vzorku, 

které jsou poté vedeny do mísící cívky. Z mísící cívky výsledný produkt proběhnuté 

chemické reakce putuje do detektoru, který ho zaznamená nejčastěji jako pík. 

Signál z detektoru zpracuje počítač [2,4]. 

 SIA metoda s sebou přinesla menší spotřebu činidel a vzorků. Protože v SIA se 

využívá zastavení a změny směru toku, oproti FIA, kde jsou reagencie čerpány 
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kontinuálně. Menší spotřeby činidel znamenají nejen snížení nákladů na analýzy a také 

menší zátěž pro životní prostředí. Plně počítačově programovatelný průtok dělá 

sekvenční injekční analýzu přesnější a zároveň flexibilnější. Všechny kroky prováděné 

v SIA systému řídí počítačový program a dovoluje později celý systém rychle 

přeprogramovat pro další použití [4]. 

 

 

Obr. 1 – Schéma systému pro sekvenční injekční analýzu [5] 
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3.2 Sekvenční injekční chromatografie 

Sekvenční injekční chromatografie (SIC) je moderní analytická metoda, 

která byla poprvé popsána v roce 2003 a vychází ze sekvenční injekční analýzy. 

Avšak zavedení této metody přineslo do analýzy značný pokrok ve formě 

chromatografické separace. SIC se řadí mezi střednětlaké separační analytické techniky 

[6,7]. 

Zařízení pro sekvenční injekční chromatografii vychází ze systému, 

který využívá SIA. Hlavní odlišnost spočívá v zapojení separační kolony před detektor. 

SIA dovoluje analýzu pouze jednosložkového vzorku na základě koncentračního 

gradientu, naopak SIC získala díky chromatografické koloně výhodu v možnosti 

analyzovat vícesložkové směsi.  Chromatografická kolona (nejčastěji monolitické 

kolony) oddělí na základě různých mechanismů jednotlivé komponenty stanovované 

směsi od sebe a to, jak rozdílně tyto složky mobilní fáze vymývá z kolony, 

zaznamenává detektor [6,7]. 

Systém pro sekvenční injekční chromatografii se skládá z dvousměrné pístové 

pumpy (jejíž objem je nejčastěji 4–10 ml). Pumpa má obvykle 2 porty, jeden z nich je 

napojen přes mísící cívku na selekční ventil, kudy do systému proudí roztoky vzorků 

a reagencie. Druhý port je napojen na periferní tlakový ventil, který slouží k regulaci 

přetlaku, který může vzniknout při ucpání kolony nebo systému, nebo je napojen 

na zásobník mobilní fáze a slouží rychlému naplnění pumpy. Mísící cívku tvoří stočená 

trubička, která může být i temperovaná. Délka trubičky závisí na požadované aplikaci, 

ale nejčastěji využívané rozpětí se pohybuje mezi 100 až 500 cm o obvyklém vnitřním 

průměru 0,051-0,076 cm, což odpovídá 0,5–1,5 ml vnitřního objemu. 

Vícecestný selekční ventil stejně jako v SIA umožňuje programovatelné 

a diskontinuální nasávání vzorku a činidel do systému. Po nadávkování mobilní fáze 

unáší vzorek do separační chromatografické kolony. V chromatografické koloně jsou 

jednotlivé komponenty postupně zadržovány a vymývány na základě různých interakcí 

se sorbentem, který tvoří náplň kolony. Jak jsou postupně jednotlivé zadržené složky 

vymývány mobilní fází v různém čase, doputují tyto složky v rozdílném čase 

do detektoru, který je zaznamená jako píky, charakterizované retenčním časem, výškou 

a plochou. Detektor je nejčastěji spektrofotometrický a umožňuje měřit při různých 

vlnových délkách a tím zvyšuje selektivitu metody. Mobilní fáze se vybírá podle druhu 

kolony a charakteru složek v analyzované směsi. Nejčastěji se používají směsi 

metanolu, acetonitrilu a vody v režimu obrácených fází [6,7]. 
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Metoda sekvenční injekční chromatografie při porovnání s HPLC se může pyšnit 

hned několika výhodami. SIC má srovnatelnou separační účinnost jako HPLC, při nižší 

spotřebě roztoků a nižší produkci odpadu oproti HPLC. Analýzy na SIC jsou ale 

zároveň jednodušší vzhledem ke kratší koloně než na HPLC. Systém pro sekvenční 

injekční chromatografii díky své miniaturizaci dovoluje vysoký stupeň mobility 

a flexibilní spojení s dalšími metodami a technikami (např. pro předpřípravu a úpravu 

vzorků apod.). Jednoduchá konstrukce tohoto zařízení a minimum komplexních 

a složitých součástí přináší snadnost použití, nenáročnou údržbu, méně prostojů 

a vysokou flexibilitu [6,7]. 

Sekvenční injekční chromatografie má i řadu nevýhod, které představují výzvy 

v dalším vývoji této metody. Jednu z klíčových limitací zde představuje objem pumpy, 

její dostupný rezervoár mobilní fáze je jen 4,0 ml nebo 10,0 ml, pro jednorázové vymytí 

by bylo výhodné, aby byl objem pumpy větší. Nicméně tento problém by mohl být 

vyřešen opětovným naplněním pumpy. Pro preciznější oddělování složek 

ze stanovované směsi by bylo prospěšné zapojení delší separační kolony, 

která by poskytovala větší separační účinnost. Zapojení delší kolony do SIC systému 

znamená nárůst zpětného tlaku, který by přetížil pumpu.  Zároveň je žádoucí vytvoření 

kvalitnějšího a preciznějšího počítačového programu, který řídí celý SIC systém 

a současně zaznamenává a vyhodnocuje data přicházející z detektoru [6,7]. 

Sekvenční injekční chromatografie byla nejprve vytvořena a používána 

ve farmaceutických analýzách. Stanovovaly se jednoduché vícesložkové vzorky (kapky, 

roztoky, sirupy atd.), které nevyžadovaly žádnou speciální úpravu před analýzou, 

pouze rozpuštění v příslušném rozpouštědle. Další vzorky (např. topické přípravky, 

tablety, kapsle atd.) vyžadují nějakou předpřípravu jako např. extrakci do organického 

rozpouštědla [6]. 
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Obr. 2 – Schéma systému pro sekvenční injekční chromatografii [5] 
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3.3 Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

Vysokoúčinná kapalinová chromatografie (HPLC), jak už nám název napovídá, 

patří mezi chromatografické metody. Tyto metody se využívají k oddělení 

analyzovaných složek ze směsi a lze díky nim provádět kvalitativní i kvantitativní 

analýzy. Zjistíme nejen, co daný zkoumaný vzorek obsahuje, ale i v jakém množství 

jsou jednotlivé složky zastoupeny. HPLC má oproti jiným chromatografickým metodám 

řadu výhod. Vysoko účinná kapalinová chromatografie se vyznačuje dobrou rychlostí 

analýz, opakovatelností jednotlivých měření a vysokou citlivostí. HPLC se stala 

vhodnou metodou pro separaci a analýzu surových směsí s minimální přípravou vzorku. 

Vodné roztoky stanovovaného vzorku se mohou např. analyzovat ihned po jednoduché 

filtraci [8,9,10]. 

Princip HPLC je shodný s principy ostatních chromatografických metod. 

Při chromatografickém procesu dochází k mnohonásobnému ustanovování rovnováhy 

složek analyzované směsi mezi dvěma vzájemně nemísitelnými fázemi. 

Fáze rozdělujeme na nepohyblivou (stacionární), kterou představuje pevná látka anebo 

kapalina, a na pohyblivou (mobilní) fázi, v případě HPLC se jedná o kapalinu. 

Stacionární fáze má schopnost různými mechanismy a interakcemi zadržovat složky 

stanovované směsi, mobilní fáze tyto složky eluuje (vymývá) různou rychlostí, 

čímž dojde k jejich oddělení. Z principu vyplývá, že látka s větší afinitou ke stacionární 

fázi bude vázána pevněji a tím delší dobu bude trvat, než ji mobilní fáze vymyje pryč. 

U HPLC se k separaci složek směsi se využívá všech vratných dvoufázových 

separačních mechanismů (adsorpce, rozdělování, iontová výměna a sítový efekt gelu) 

[10,11]. 

Nejčastěji dnes používaným typem HPLC je systém obrácených fází, organický 

hydrofobní sorbent funguje jako stacionární fáze a mobilní fázi představuje hydrofilní 

rozpouštědlo. Účinnost HPLC závisí na mnoha aspektech. Velmi významně účinnost 

HPLC ovlivňuje stacionární fáze, teda kvalita sorbetu (velikost a stejnoměrnost částic, 

jejich tvar, porozita a struktura). Platí zde pravidlo, že čím menší a stejnoměrnější 

jednotlivé částice jsou, tím je větší účinná plocha a separační efekt je výraznější [8,11]. 

Zařízení pro HPLC, tedy kapalinový chromatograf, se skládá z několika 

součástí. První a velmi důležitou součást tvoří pumpa (čerpadlo). Pumpa přivádí roztoky 

mobilních fází ze zásobních lahví do systému tenkých trubiček, které probíhají celým 

chromatografickým systémem. Mobilní fáze před vstupem do systému projde 

přes filtry, které zachytí případné mechanické nečistoty a zabrání tak poškození 
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přístroje. Pumpa má schopnost pumpovat mobilní fázi pod velkým tlakem, a tím 

zlepšuje účinnost chromatografického stanovení. Zároveň pumpa musí zajistit 

kontinuální a bezpulzní tok mobilní fáze při různých rychlostech (0,1-10,0 ml/min). 

Do proudu mobilní fáze dávkovač (autosampler) nastříkne přesný objem stanovované 

směsi, ta je unášena do další části chromatografického systému do kolony. 

Chromatografická kolona obsahuje stacionární fázi (náplň), na které probíhá vlastní 

oddělení látek. Jednotlivé složky stanovované směsi se od sebe na stacionární fázi 

oddělí, mobilní fáze je postupně vymývá a tyto složky putují do detektoru. 

Detektor zaznamená přicházející látky jako píky a signál z detektoru zaznamená 

počítač. Záznamu, který měřením získáme, se říká chromatogram [8,11]. 

 

Obr. 3 – Schéma kapalinového chromatografu [12] 
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3.4 UHPLC – Ultra High Performance Liquid Chromatography 

Pojem UHPLC (Ultraúčinná kapalinová chromatografie) byl poprvé zmíněn 

Jorgensonem v roce 1997. Systém UHPLC v té době používal kolony naplněné 

silikagelovými neporézními mikročásticemi o velikostech 1,0-1,5 µm a pracoval 

za velmi vysokých tlaků. První chromatografický systém kompatibilní s tlakem 1000 

bar uvedl do praxe Waters v roce 2004. V posledních letech se zvýšil počet výrobců, 

kteří nabízejí vlastní UHPLC systémy kompatibilní s tlaky 600 - 1400 bar [13]. 

UHPLC představuje novou moderní separační techniku. Vychází z vysoce 

účinné kapalinové chromatografie. V UHPLC technice se využívá speciálním sorbentů, 

které mají velmi vysokou mechanickou pevnost a mimořádnou separační účinnost. 

Separační proces na UHPLC probíhá za velmi vysokých tlaků (15 000 psi, 1000 bar, 

100 MPa). UHPLC vyniká řadou předností oproti klasické HPLC technice. Analýzy na 

UHPLC trvají kratší dobu a to přináší vyšší produktivitu. Snižují se náklady 

na jednotlivá měření, protože u UHPLC je nižší spotřeba rozpouštědel. Dále je zvýšená 

separační účinnost, snižuje se mez detekce a zvyšuje se citlivost měření [14]. 
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3.5 Monolitické kolony 

Separační kolona představuje jádro každého chromatografického systému. 

Monolitické kolony představují jednu z forem separačních kolon, kde náplň kolony 

tvoří jeden celistvý kus materiálu s vysokou porózitou, ta umožňuje vysoký průtok 

mobilní fáze při nízkém tlaku, aniž by došlo ke ztrátě separační účinnosti. 

Tato schopnost dovolující použití běžných průtokových rychlostí mobilní fáze 

za nižších tlaků byla klíčová pro zavedení těchto kolon do systému SIC [3,6]. 

Rozlišujeme 2 základní druhy monolitických kolon buď polymerní anebo 

založené na různě modifikovaném silikagelu. Základ kolony tvoří jediný blok vysoce 

čistého polymerního silikagelu, který je prostoupený póry se 2 rozměry. 

Makropóry (průměrná velikost 2 µm) výrazně redukují zpětný tlak separační kolony 

a dovolují použití vyšších průtoků. Mezopóry (průměrná velikost 13 nm) vytváří velkou 

uniformní aktivní plochu, kde dochází k vysoce účinné chromatografické separaci. 

Charakter monolitické fáze nabízí vysokou kapacitu pro velké a malé molekuly 

z důvodu velké plochy povrchu a permeability. Bimodální distribuce velikosti pórů 

a způsob jejich propojení určuje disperzi procházejících roztoků a přispívá 

k maximálnímu přípustnému průtoku mobilní fáze [3,6,7,15]. 

U polymerně založených kolon má větší popularitu organická polymerní fáze 

než anorganická. Materiály používané pro přípravu polymerního sorbentu bývají 

většinou kompatibilní s proteiny. Do směsi při výrobě monolitické fáze mohou být 

přidány i proteiny nebo ligandy, které tvoří výhodné vlastnosti využitelné při analýzách 

(např. iontová výměna, zachycení protilátek v  imunitních testech apod.) Směsí se 

potom naplní kolona a provede se polymerizace in situ. Polymer tak těsně přiléhá na 

stěny uvnitř kolony a její obsah je homogennější než u kolon plněných částicemi [3,6]. 

Monolitické kolony založené na silikagelu mohou být derivatizovány (nejčastěji 

C18) nebo modifikovány kovalentně navázanými funkčními skupinami dovolující širší 

aplikace [3,6]. 

Delší kolony obvykle nabízejí lepší výsledky. Použití kratších kolon přináší 

výhody v podobě nižší spotřeby mobilní fáze, zkrácení času potřebného k analýze 

a nižší náklady [3]. 

Postupem vývoje se monolitické kolony staly komerčně dostupné a jsou 

používané v různých oblastech výzkumu [6,16]. 
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3.6 Core-shell kolony 

Sekvenční injekční chromatografie i HPLC používají stejné kolony, částicové 

anebo monolitické kolony. Oba typy kolon mají však svá omezení. A zároveň existující 

požadavky na vysokou účinnost separačních procesů, na rychlé separace s dostatečnými 

a kvalitními výsledky a to vše optimálně při relativně nízkém zpětném tlaku 

chromatografické kolony, vedly k nutnosti objevit a zavést do praxe nové kolony [15]. 

Již v šedesátých letech 20. století Horváth s Kirklandem uvedli koncept pevných 

křemičitých částic, které obaluje vrstva porézního obalu. Nicméně, výroba takových 

částic musela v následujících letech překonat velké překážky, aby byla zajištěna 

požadovaná vysoká kvalita těchto částic. Teprve v roce 2006 Halo začal vyrábět první 

kolony, které obsahovaly zmíněný typ částic a odhalily potenciál této nové technologie 

v kapalinové chromatografii [17]. 

Tyto unikátní částice se nazývají core-shell částice (také fused-core kolony) 

a skládají se ze dvou odlišných částí. Základ tvoří pevné, neporézní a vysoce inertní 

jádro, které je nejčastěji z oxidu křemičitého o průměru v rozpětí 0,9-3,7 µm. 

Méně často může být jádro vytvořeno z anorganických (hliník, zlato, uhlík) nebo 

organických materiálů (polymery nebo směsi polymerů). Jádrem může být samostatná 

jediná částice anebo agregace několika malých částic. Druhou částí core-shell částice je 

obal (nejčastěji silný 0,5 µm) tvořený několika vrstvami různě chemicky 

modifikovaného silikagelu s kontrolovanou porózitou. Struktura obalu může být 

kontinuální, další způsob spočívá v připevnění malých částic na povrch pevného jádra 

anebo mohou být malé částice přímo zakomponovány do povrchu jádra. Core-shell 

částice používané v chromatografii jsou obvykle vyrobeny z oxidu křemičitého 

[3,15,17,18]. 

Core-shell částice se obvykle syntetizují ve dvou a více krocích. Příprava Core-

shell částic odpovídá požadovaným vlastnostem různých materiálů, jejich struktuře 

a také zamýšlenému použití chromatografické kolony [15]. 

Core-shell částicové kolony se mohou pyšnit několika výhodami v porovnání 

s kolonami vyplněnými plně porézními částicemi a s monolitickými kolonami. 

Menší objem pórů redukuje prázdný prostor přítomný v okrajových částech vnitřku 

kolony a tím se redukuje podélná difúze. S výhodou dochází k rychlému přenosu hmoty 

kolonou díky krátké difúzní části kolony. Kolonová permeabilita je zvýšená, takže při 

nižším tlaku můžeme použít vyššího průtoku. Zároveň efekt termální vodivosti core-

shell částic je lepší než u plně porézních částic díky přítomnosti vysoce vodivého 
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pevného jádra. Proto teplo produkované při vyšším průtoku může být lépe odváděno 

a tudíž se vyhneme přítomnosti teplotního gradientu. Dochází ke zlepšení homogenity 

migrační rychlosti molekul přes kolonu a výsledkem jsou užší píky. Separační účinnost 

2,7 µm core-shell částicových kolon je srovnatelná s sub-2-µm částicovými kolonami 

s podobným charakterem stacionární fáze. Protože porézní obal a malé pevné jádro 

poskytují větší plochu povrchu pro separaci [17,18,19]. 

Core-shell částicové kolony velmi rychle našly oblibu ve všech oblastech 

kapalinové chromatografie. Postupem času se staly běžně komerčně dostupnými a 

na trhu existuje celá řada výrobců vyrábějící core-shell kolony [15,17]. 

 

 

Obr. 4 – Struktura core-shell částic [20] 
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3.7 Detektory pro kapalinovou chromatografii 

V kapalinové chromatografii se detektory považují za velice důležitou součást 

celého chromatografického systému a závisí na nich úspěšnost celého měření. 

Existuje hodně typů chromatografických detektorů, každý z nich má své výhody. Kvůli 

vysokým nárokům na citlivost, selektivitu a další výkonnostní charakteristiky se do 

praxe zavádějí nové druhy detektorů jako je Hmotnostní spektrometrie (MS), 

Evaporative Light Scattering HPLC Detector (ELSD), Charged Aerosol Detector 

(CAD), chirální detektor a pulzní amperometrický detektor [21,22]. 

 V HPLC systému je detektor umístěn za analytickou kolonou a slouží k změření 

roztoků, které přicházejí z kolony. Výstup z detektoru je proporcionální ke koncentraci 

jednotlivých složek vzorku. Nyní všechny používané detektory v HPLC jsou 

koncentrační. Rozlišujeme selektivní detektory, u kterých je signál úměrný koncentraci 

měřené složky v analytu. U univerzálních detektorů je signál úměrný celkovým 

vlastnostem roztoku (mobilní fáze s detekovanou složkou) [21,22,23]. 

Jako první on-line detektor v roce 1942 uvedli a popsali Tiselius a Claesson 

refraktometrický diferenční detektor měřící změny indexu lomu eluátu. Navzdory jeho 

limitované citlivosti může být užitečný pro detekování těch složek, které jsou neionické, 

neabsorbující UV záření a nefluoreskují. U tohoto detektoru není umožněna gradientová 

eluce [21,24]. 

UV/VIS HPLC detektory jsou nejvíce používané detektory v HPLC, 

protože většina organických analytů absorbuje světlo v UV oblasti (190-400 nm) 

nebo ve viditelné oblasti světla (400-750 nm). Měření všech UV/VIS detektorů je 

založeno na schopnosti roztoku absorbovat světlo definované vlnové délky. Vlnové 

délky světla, které analyt absorbuje, závisí na jeho chemické struktuře a funkčních 

skupinách přítomných v roztoku. Kvantitativní vyhodnocení vychází s Lambert-

Beerova zákona a vyjadřuje se jako absorbance. Celkem se rozlišují 4 typy těchto 

detektorů: s fixní vlnovou délkou, s měnitelnou vlnovou délkou, s programovatelnou 

vlnovou délkou a nakonec detektory diodového pole [23,24]. 

Fluorimetrické detektory jsou citlivější, specifičtější a selektivnější. 

Protože detekují přítomnost pouze jediné molekuly analytu v průtokové cele. 

Základním principem u těchto detektorů je fluorescence, tedy měření sekundárního 

záření, které látka vyzáří po absorpci primárního záření [21]. 

Pro detekci látek, které umožňují elektrochemické reakce na fázovém rozhraní 

elektroda-mobilní fáze, se používají elektrochemické detektory. Měří určitou 
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elektrickou veličinu, jejíž změny vyvolá látka průchodem přes průtokovou celu 

detektoru. Sledovanými elektrickými veličinami bývá elektrodový potenciál, proud 

a kapacita. Zaznamenávaný elektrický signál je úměrný látkovému množství 

stanovované komponenty a u těchto detektorů sledujeme závislost mezi elektrickou 

veličinou a koncentrací sledované složky. Elektrochemické detektory obsahují celkem 3 

elektrody: pracovní, pomocnou a referenční [21,23,24]. 

Vodivostní HPLC detektory poskytují univerzální, reprodukovatelnou, vysoce 

citlivou detekci všech nabitých složek (aniontů, kationtů, kovů, organických kyselin 

atd.). Tyto detektory měří elektrickou vodivost eluátu mezi dvěma elektrodami, na které 

je přiváděno střídavé napětí [21]. 

Evaportive Light Scattering HPLC Detektor (ELSD) se používá pro detekci 

látek, které ve své molekule nemají obsažený žádný chromofor nebo fluorofor 

(např. fosfolipidy, mastné kyseliny, makromolekuly, aminokyseliny, sacharidy). 

ELSD se řadí mezi univerzální detektory a dovoluje gradientovou eluci. Eluent z HPLC 

kolony je nebulizátorem přeměněn na mlhu drobných kapiček. Malé kapičky jsou 

selektovány pro minimalizaci šumu pozadí. Kapičky vstupují do evaporizační komůrky 

při různých teplotách. Dojde k odpaření mobilní fáze a zbudou kapičky méně těkavého 

analytu. Evaporizace je uskutečněna při nízkých teplotách, takže se vyhneme 

teplotnímu rozkladu analytu. U tohoto detektoru se musí použít mobilní fáze obsahující 

těkavá aditiva. Po vstupu zmlženého eluentu do optické komůrky nastane rozptyl světla 

pocházejícího ze zdroje záření. Rozptyl světla zachytí fotodetektor [21,23]. 

Charged Aerosol Detector (CAD) je unikátní HPLC detekční technologie, 

která přináší výhody a lepší možnosti analýzy než ostatní detekční metody. CAD se 

pyšní vynikající citlivostí, širokým dynamickým rozpětím, mimořádnou 

reprodukovatelností, konzistentní odezvou a širokou použitelností. V CAD technologii 

je eluent zmlžen dusíkem a vysušen k vytvoření proudu částic stanovovaného vzorku, 

poté dojde ke kolizi s pozitivními ionty vytvořenými korónovým nábojem. Tento náraz 

vytvoří nabité částice analytu, které detekuje elektrometr. Detekce je založena 

na velikosti částic a pohyblivosti analytu [21,24]. 

Hmotnostní spektrometr je v současné době nejvíce využívaný detektor pro 

detekci jednotlivých látek analyzovaného vzorku. Funguje tak, že po průchodu analytu 

kolonou se od eluentu oddělí mobilní fáze. Následně vzorek doputuje do iontového 

zdroje hmotnostního spektrometru, kde je různými způsoby ionizován a rozbit 

na fragmenty, které se poté separují magnetickým polem na základě poměru hmotnosti 
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a náboje. Detektor zachytí počet iontů, jejich hmotnost a velikosti nábojů a výsledkem 

je hmotnostní spektrum. Hmotnostní spektrometr je velmi citlivý, jeho detekční limit 

činí 100 pg/l – 1 ng/l. Zároveň MS umožňuje získat informace o struktuře, což je 

výhodné pro lepší rozpoznání jednotlivých látek. Nevýhodou pro MS je jeho vysoké 

pořizovací a provozní náklady [25,26]. 
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3.8 Fenolické kyseliny 

Fenolické kyseliny řadíme mezi sekundární metabolity rostlin a hub. 

Fenolické sloučeniny dlouží rostlinám jako ochrana před UV zářením, proti hmyzu, 

virům a bakteriím. Zároveň slouží jako zdroj výživy pro rostliny, syntetizují se z nich 

proteiny, podílí se na enzymatické aktivitě, fotosyntéze a fungují jako strukturální 

složka. Fenolické kyseliny se v rostlinách vyskytují volně, ale často bývají součástí 

dalších látek (fenolických glykosidů, polysacharidů, glykoproteinů, polyaminů). 

V rostlinách se nachází především v semenech, listech, kořenech a stoncích [27,28]. 

Syntéza fenolických kyselin probíhá přes meziprodukt šikimát z aminokyselin 

L-fenylalaninu a L-tyrosinu. Tyto dvě aminokyseliny jsou hlavními prekurzory 

pro většinu přírodních fenolických produktů [27]. 

Fenolické kyseliny můžeme rozdělit do dvou hlavních skupin: deriváty kyseliny 

hydroxyskořicové a deriváty kyseliny gallové. Z kyseliny skořicové, která je 

předstupněm vzniku všech dříve uvedených kyselin, vzniká kyselina vanilová 

a ferulová. Odlišnou cestou vzniká z kyseliny skořicové kyselina o-kumarová a z této 

následně kumariny. Třetí a poslední možností je vznik kyseliny p-kumarové a jejích 

dalších derivátů (např. kyseliny kávové) [27,28]. 

Fenolické kyseliny se v posledních letech častěji stávají objektem různého 

výzkumu. Tento fakt souvisí s jejich biologickou aktivitou. Většina z fenolických 

kyselin vykazuje antioxidační, protinádorovou a antimikrobiální aktivitu. Pomýšlí se 

na možný potenciální efekt fenolických kyselin v terapii a prevenci některých 

onemocnění v souvislosti s oxidativním stresem např. rakovinná onemocnění, 

kardiovaskulární choroby, ateroskleróza, neurodegenerativní poruchy, revmatoidní 

artritida [27]. 

 

 

Tabulka 1 – Základní charakteristiky fenolických kyselin [29,30] 

 K. skořicová K. protokatechová K. o-kumarová 

Sumární vzorec C9H8O2 C7H6O4 C9H8O3 

Hmotnost 
(g/mol) 

148,1600 154,1201 164,1580 

CAS 140-10-3 99-50-3 614-60-8 
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 K. ferulová K. chlorogenová 

Sumární vzorec C10H10O4 C16H18O9 

Hmotnost (g/mol) 194,1840 354,3087 

CAS 1135-24-6 327-97-9 
 

 

 

Obr. 5 – Strukturní vzorce fenolických kyselin [30] 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

4.1 Použité přístroje a chemikálie 

4.1.1 Použité přístroje 

1) Zařízení pro sekvenční injekční chromatografii: 

SIChromTM system (FIAlab®, USA) 

‐ 2 vícecestné ventily z nerezové oceli s 8 porty (VICI® Valco, USA) 

‐ Precizní pumpa S17 (SapphireTM Engeneering, USA) 

‐ Průtokové hadičky tvořené PEEK trubičkami o vnitřních průměrech 0,25; 0,50 a 

0,75 mm (Upchurch Scientific, USA) 

‐ Tlakový limit systému 750 PSI (5,2 MPa) 

 

2) Zařízení pro UHPLC: 

Dionex UltiMate 3000 RS (Thermo Scientific, USA) 

‐ 2 binární pumpy 

‐ Termostatovaný autosampler a oddíl kolon 

‐ Průtokové hadičky vyrobené z nerezové oceli s vnitřním průměrem 0,13 mm 

‐ Tlakový limit systému 15000 PSI (103,4 MPa) 

 

3) Detailní popis detektoru UHPLC: 

Dionex™ UltiMate™ 3000 DAD-3000RS (Thermo Scientific, USA) 

‐ Typ detektoru: DAD 

‐ Rozsah vlnových délek: 190-800 nm 

‐ Rozlišení: 1024 pixelů 

‐ Frekvence sběru dat: 100 Hz (pro celé spektrum) 

‐ Světelný zdroj: deuteriová lampa 

‐ Kontrola teploty: ano (u lampy a detektoru) 

‐ Propojení s počítačem: USB 2.0 

‐ Rozměry: 51 x 42 x 16 cm 
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4) Chromatografická kolona:  [31] 

Ascentis® Express C18 (3cm x 4,6mm, 2,7 µm), (Sigma – Aldrich®, USA) 

‐ Ascentis Express HPLC kolona s technologií částic s pevným jádrem.  

‐ Tato kolona nabízí výhodu sub-2 µm částic při nižším zpětném tlaku. Zrychluje 

proces HPLC a zlepšuje výsledky chromatografie. Jádro Fused-core částic je pevné 

o průměru 1,7 µm a porézní obal je silný 0,5 µm.  

‐ Aktivní skupina je C18 (oktadecyl) fáze, tato kolona se používá pro chromatografii 

na reverzích fázích.  

‐ Pracovní rozmezí pH pro tuto kolonu činí 2-9.  

‐ Kolona Ascentis® Express C18 poskytuje ve výsledku ostřejší píky a tím výrazně 

zvyšuje citlivost měření.  

5) Doplňkové přístroje: 

 Analytické váhy Santorius analytic 

 Ultrazvuková lázeň Bandelin Sonorex® RK 100 

 Vialky 1,5 ml 

 Magnetické míchačka IKA MS 3 basic 

 Automatické pipety Biohit 

 Špičky na automatické pipety  

 

6) Standardní detektor SIC: 

Ocean Optics USB4000 

‐ Typ detektoru: CCD 

‐ Rozsah vlnových délek: 200-1100 nm 

‐ Rozlišení: 3648 pixelů 

‐ Frekvence sběru dat: 6 Hz (4 vlnové délky) 

‐ Světelný zdroj: deuteriová lampa 

‐ Kontrola teploty: ne 

‐ Propojení s počítačem: USB 2.0 

‐ Rozměry: 9 x 6,3 x 3,4 cm 
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4.1.2 Použité chemikálie 

Kyselina protokatechová, čistota 97%, Sigma – Aldrich, Steinheim (Německo) 

Kyselina o-kumarová, čistota 97%, Sigma – Aldrich, Steinheim (Německo) 

Kyselina ferulová, Sigma – Aldrich, Steinheim (Německo) 

Kyselina chlorogenová, čistota 95%, Sigma – Aldrich, Steinheim (Německo) 

Kyselina skořicová, Sigma – Aldrich, Steinheim (Německo) 

Acetonitril pro HPLC, Chromasolv, Sigma – Aldrich, Steinheim (Německo) 

Kyselina octová ledová R (ČL 2009), Penta (Česká republika) 

Voda superčistá vyrobená MilliporeMilli-Q RG, Millipore (Česká republika) 

 

4.2 Způsob vyhodnocování chromatografických záznamů: [32] 

4.2.1 Počet pater (N) 

Účinnost chromatografické kolony můžeme vyjádřit jako počet pater (tedy počet 
teoretických pater) z údajů, které závisí na podmínkách, při kterých je měření 
uskutečněno.  

N 5,54	 , 

v němž znamená: 

tR – retenční čas píku odpovídajícího dané složce; 

Wh – šířka píku v polovině jeho výšky. 

Počet teoretických pater závisí na druhu stanovované složky, na použité 
chromatografické koloně, na teplotě kolony, na použité mobilní fázi a na retenčním 
času. 

4.2.2 Faktor symetrie (AS) 

Faktor symetrie píku se stanovuje podle vztahu: 

A ,  , 

v němž jsou: 

W0,05 - šířka píku v jedné dvacetině jeho výšky; 

d - vzdálenost mezi kolmicí spuštěnou z vrcholu píku a vzestupnou částí píku v jedné 
dvacetině jeho výšky. 
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Pokud je hodnota faktoru symetrie rovna jedné, pík je symetrický. Pokud je větší než 
jedna, odpovídá chvostování píku a je-li menší než jedna, pík má asymetrický tvar. 

4.2.3 Rozlišení (RS) 

Rozlišení mezi píky dvou složek se vypočítává podle vztahu: 

R
1,18	a	 t 	 	 t

W 	 	W
 

v němž je tR2 > tR1, 

kde: 

tR1 a tR2 - retenční časy píků; 

Wh1 a Wh2 - šířky píků v polovině jejich výšky; 

a - migrační vzdálenost čela mobilní fáze. 

4.2.4 Poměr signálu k šumu (S/N) 

Krátkodobý šum základní linie má vliv na přesnost stanovení složek. 

Vypočte se podle vztahu: 

S/N
2H
h

 

4.2.5 Opakovatelnost 

Opakovatelnost odezvy je vyjádřena jako odhad relativní směrodatné odchylky.  

	 % 	
100

	
Σ	 	

1
 

v němž znamená: 

yi – jednotlivé hodnoty vyjádřené jako plocha píku, výška píku anebo poměr ploch u 
metody vnitřního standardu; 

 – průměr jednotlivých hodnot; 

n – počet jednotlivých hodnot. 

  



33 
 

4.3 Postupy přípravy jednotlivých činidel a vzorků 

4.3.1 Příprava mobilních fází 

 V průběhu měření na UHPLC se používaly dva druhy mobilní fáze. 

Prvním z nich byl čistý ACN, který se jednoduchým přelitím ze zásobní láhve doplnil 

do láhve, ze které byl čerpán do systému UHPLC a SIC. Avšak po přelití čistého ACN, 

byl řádně protřepán v uzavřené láhvi a na několik minut umístěn do ultrazvukové lázně, 

pro odstranění případných bublinek vzduchu. Takto připravený ACN byl použit 

v případě měření na SIC. Pro měření na UHPLC se mobilní fáze čistý ACN 

do ultrazvukové lázně nedával. Druhou mobilní fází byl roztok ledové kyseliny octové 

upravený na pH 2,7. Do láhve destilované vody se postupně (za stálého míchání na 

magnetické míchačce) přikapávala ledová kyselina octová a tento roztok byl nastaven 

na pH 2,7 pomocí pH metru. Roztok se několikrát v uzavřené láhvi protřepal a byl opět 

na několik minut dán do ultrazvukové lázně kvůli odvzdušnění. 

4.3.2 Příprava standardů 

Pro tento experiment byly zvoleny fenolické kyseliny. Celkem jich bylo použito 

pět (konkrétně: kyselina skořicová, protokatechová, o-kumarová, ferulová, 

chlorogenová). Roztoky standardů byly připraveny o koncentraci 1,0 mg/ml. 

Na analytických vahách se odvážilo potřebné množství kyseliny (25 mg) a toto 

navážené množství příslušné kyseliny se převedlo kvantitativně do 25 ml odměrné 

baňky. V odměrné baňce se doplnilo destilovanou vodou po rysku a obsah se důkladně 

protřepal. Dokud se pevné krystaly kyselin úplně nerozpustily. Takto se připravila 

každá fenolická kyselina zvlášť. Tyto zásobní roztoky standardů byly uchovávány 

v chladničce.  

4.3.3 Přípravy pracovních roztoků pro měření 

 Nejdříve se připravovaly jednotlivé roztoky standardů fenolických kyselin pro 

měření na UHPLC v koncentraci 10 µg/ml. Postup byl takový, že se automatickou 

pipetou odebralo potřebné množství roztoku standardu (100 µl), toto množství se 

přeneslo do vialky o objemu 1 ml a doplnilo napipetovanou destilovanou vodou 

(900 µl). Stejným způsobem byly připraveny vzorky všech fenolických kyselin. 

Příprava vzorků pro měření se prováděla vždy v čas potřeby. Roztoky standardů 

o koncentraci 10 µg/ml se používaly pro ověření totožnosti jednotlivých fenolických 
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kyselin. Tedy pro identifikaci, která fenolická kyselina odpovídá jednotlivým retenčním 

časům (píkům). Důvodem bylo pozdější stanovení roztoku standardů, který obsahoval 

všechny zmíněné fenolické kyseliny.  

 Pro stanovení kalibrace UHPLC se připravily roztoky standardů, 

které obsahovaly všechny fenolické kyseliny ve stejném množství. Byly použity roztoky 

o koncentraci 25,0 µg/ml, 20,0 µg/ml, 15,0 µg/ml, 10,0 µg/ml, 5,0 µg/ml, 2,0 µg/ml, 1,0 

µg/ml. Pro měření opakovatelnosti se opět využívala směs obsahující všechny fenolické 

kyseliny o koncentracích 25,0 µg/ml, 10,0 µg/ml a 1,0 µg/ml. 

Pro měření kalibrace i opakovatelnosti na SIC se používaly roztoky standardů s 10x 

nižší koncentrací z důvodu 10x vyššího nástřiku (10 µg), množství jednotlivých kyselin 

tak korelovalo měřením na UHPLC. 
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4.4 Průběh měření a nastavení přístroje UHPLC 

 Prvním cílem měření byla identifikace jednotlivých fenolických kyselin podle 

retenčních časů, abychom pro pozdější stanovení směsného vzorku dokázali rozpoznat, 

který pík patří k příslušné kyselině.  

4.4.1 Nastavení přístroje UHPLC 

Celkový čas měření: 11,0 minut 

Nastavení dávkovače: 

Rychlost vymytí vzorku: 20,0 [µl/s] 

Nastřikovaný objem vzorku: 1,0 [µl] 

V čase: 0,0 – 2,0 min 

Pumpa „používaná“ průtok: 0,6 [ml/min] 

Pumpa % obsah ACN (ze zásobníkové láhve „B“): 5,0 [%] 

Pumpa křivka: 5 

V čase: 2,0 – 6,0 min 

Pumpa „používaná“ průtok: 0,6 [ml/min] 

Pumpa % obsah ACN (ze zásobníkové láhve „B“): 5,0 [%]  

gradient Pumpa % obsah ACN (ze zásobníkové láhve „B“): 40,0 [%] 

Pumpa křivka: 5 

V čase: 6,0 – 7,0 min 

Pumpa „používaná“ průtok: 0,6 [ml/min] 

Pumpa % obsah ACN (ze zásobníkové láhve „B“): 5,0 [%] 

Pumpa křivka: 5 

Konec měření v čase: 11 min 

4.4.2 Nastavení detektoru v průběhu měření 

Byly monitorovány celkem 3 vlnové délky 220, 265 a 290 nm. Pro vyhodnocení, 

ale trvale bylo monitorováno spektrum v rozsahu 190 – 400 nm. 
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4.4.3 Slovní popis metody 

V průběhu měření se využívala gradientová eluce. Koncentrační gradient byl 

vytvářen postupným navyšováním množství ACN, které bylo nasáváno do UHPLC 

systému. Po nástřiku vzorku (objem 1,0 µl) bylo složení mobilní fáze v poměru 5:95. 

Menší podíl tvořil čistý ACN a druhý díl byl tvořen kyselinou octovou o pH 2,7. 

Tento poměr představoval složení mobilní fáze v prvních 2 minutách měření. Počátkem 

třetí minuty se postupně začalo navyšovat množství nasávaného ACN až na konečnou 

koncentraci 40:60 (ACN:CH3COOH). Mezi šestou a jedenáctou minutou bylo opět 

složení mobilní fáze 5:95 (ACN:CH3COOH). 

4.4.4 Ověření totožnosti fenolických kyselin 

Po provedeném UHPLC měření se mohlo určit, který pík patří k dané fenolické 

kyselině. Detektor byl nastaven na vlnovou délku 265 nm. Na chromatogramu jsou 

vidět píky všech stanovovaných fenolických kyselin. Na ose x je udán čas (time) 

v minutách, na ose y je absorbance. Jako příklad je uveden chromatogram měřený 

pro koncentraci směsného vzorku o koncentraci 25 µg/ml (Obr. č. 6). 

Pík č. 1 – kyselina protokatechová (PA) – retenční čas – 1,783 min 

Pík č. 2 – kyselina ferulová (FA) – retenční čas – 3,690 min 

Pík č. 3 – kyselina o-kumarová (oCA) – retenční čas – 4,953 min 

Pík č. 4 – kyselina chlorogenová (ChA) – retenční čas – 5,483 min 

Pík č. 5 – kyselina skořicová (CA) – retenční čas – 6,407 min 

 

 

Obr. 6 – Chromatogram znázorňující pořadí fenolických kyselin 
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4.4.5 Kalibrace na UHPLC 

 Hodnota se měřila celkem 3 krát pro každou koncentraci. Jako vzorek se použil 

směsný vzorek obsahující 5 fenolických kyselin (protokatechovou, ferulovou, o-

kumarovou, chlorogenovou a skořicovou). Při tomto měření se používala metoda 

popsaná výše. V následujících tabulkách jsou uvedené průměrné hodnoty plochy 

a výšky píků (avg a; avg H), směrodatné odchylky jednotlivých hodnot (SD a; SD H) 

a také relativní směrodatné odchylky obou hodnot (RSD a; RSD H). Průměrné hodnoty 

ploch a výšek píků byly vypočítány aritmetickým průměrem ze tří hodnot. Tabulky jsou 

pro každou fenolickou kyselinu zvlášť v pořadí od prvního píku k poslednímu. 

Tabulka 2 – Hodnoty kalibrační závislosti pro kyselinu protokatechovou (UHPLC) 

Koncentrace 
(µg/ml) 

Průměr 
plochy píku 

a 

Průměr 
výšky píku 

H 
SD a SD H RSD a RSD H 

25,0 2,160 19,110 0,017 0,087 0,79% 0,45% 

20,0 1,694 15,213 0,006 0,089 0,38% 0,58% 

15,0 1,270 11,600 0,037 0,187 2,94% 1,61% 

10,0 0,851 7,960 0,005 0,087 0,57% 1,09% 

5,0 0,425 4,110 0,009 0,013 2,02% 0,32% 

2,0 0,163 1,627 0,003 0,009 2,07% 0,55% 

1,0 0,078 0,797 0,004 0,018 5,01% 2,23% 

0,5 0,034 0,370 0,000 0,000 1,02% 0,00% 

 

 

Obr. 7 – Kalibrační křivka kyseliny protokatechové (UHPLC) 

0
0,5

1
1,5

2
2,5

0 5 10 15 20 25 30

av
g 

a

Koncentrace µg/ml



38 
 

Tabulka 3 – Statistické parametry pro kalibrační křivku kyseliny protokatechové 
(UHPLC) 

Statistické parametry pro regresi: y = k x + q  
Počet bodů n = 8 Odhad chyby 
Směrnice k = 0,08605 ± 0,000463 
Absolutní člen q = -0,009987 ± 0,006081 
Korelační koeficient r = 0,999913  
Reziduální odchylka s = 0,011435  

Tabulka 4 – Hodnoty kalibrační závislosti pro kyselinu ferulovou (UHPLC) 

Koncentrace 
(µg/ml) 

Průměr 
plochy píku 

a 

Průměr 
výšky píku 

H 
SD a SD H RSD a RSD H 

25,0 0,566 5,587 0,006 0,091 1,12% 1,63% 

20,0 0,438 4,633 0,001 0,042 0,34% 0,91% 

15,0 0,332 3,460 0,003 0,087 1,02% 2,50% 

10,0 0,230 2,300 0,012 0,040 5,05% 1,74% 

5,0 0,101 1,020 0,003 0,033 2,98% 3,27% 

2,0 0,042 0,413 0,007 0,038 17,59% 9,14% 

1,0 0,018 0,197 0,004 0,024 20,89% 12,43% 

0,5 0,011 0,100 0,002 0,030 20,54% 30,00% 

 

 

Obr. 8 – Kalibrační křivka kyseliny ferulové (UHPLC) 
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Tabulka 5 – Statistické parametry pro kalibrační křivku kyseliny ferulové (UHPLC) 

Statistické parametry pro regresi: y = k x + q  
Počet bodů n = 8 Odhad chyby 
Směrnice k = 0,022539 ± 0,000273 
Absolutní člen q = -0,003919 ± 0,003583 
Korelační koeficient r = 0,999561  
Reziduální odchylka s = 0,006737  

Tabulka 6 – Hodnoty kalibrační závislosti pro kyselinu o-kumarovou (UHPLC) 

Koncentrace 
(µg/ml) 

Průměr 
plochy píku 

a 

Průměr 
výšky píku 

H 
SD a SD H RSD a RSD H 

25,0 1,347 18,193 0,002 0,162 0,18% 0,89% 

20,0 1,182 14,393 0,010 0,296 0,83% 2,05% 

15,0 0,930 10,973 0,003 0,238 0,31% 2,17% 

10,0 0,712 8,073 0,026 0,151 3,70% 1,87% 

5,0 0,722 4,990 0,010 0,020 1,33% 0,40% 

2,0 0,590 2,997 0,014 0,064 2,36% 2,15% 

1,0 0,564 2,447 0,018 0,036 3,15% 1,45% 

0,5 0,545 2,210 0,009 0,000 1,71% 0,00% 

 

 

Obr. 9 – Kalibrační křivka kyseliny o-kumarové (UHPLC) 
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Tabulka 7 – Statistické parametry pro kalibrační křivku kyseliny o-kumarové (UHPLC) 

Statistické parametry pro regresi: y = k x + q  

Počet bodů n = 8  Odhad chyby 

Směrnice k = 0,031686 ± 0,002543 

Absolutní člen q = 0,513081 ± 0,033399 

Korelační koeficient r = 0,981224  

Reziduální odchylka s = 0,062798  

Tabulka 8 – Hodnoty kalibrační závislosti pro kyselinu chlorogenovou (UHPLC) 

Koncentrace 
(µg/ml) 

Průměr 
plochy píku 

a 

Průměr 
výšky píku 

H 
SD a SD H RSD a RSD H 

25,0 3,197 61,827 0,032 0,469 0,99% 0,76% 

20,0 2,504 48,643 0,031 0,636 1,25% 1,31% 

15,0 1,896 36,877 0,012 0,349 0,63% 0,95% 

10,0 1,269 24,753 0,000 0,129 0,04% 0,52% 

5,0 0,625 12,230 0,008 0,060 1,30% 0,49% 

2,0 0,246 4,823 0,003 0,038 1,41% 0,78% 

1,0 0,122 2,393 0,001 0,011 1,14% 0,46% 

0,5 0,057 1,140 0,003 0,030 4,85% 2,63% 

 

 

Obr. 10 – Kalibrační křivka kyseliny chlorogenové (UHPLC) 
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Tabulka 9 – Statistické parametry pro kalibrační křivku kyseliny chlorogenové 
(UHPLC) 

Statistické parametry pro regresi: y = k x + q  

Počet bodů n = 8 Odhad chyby 

Směrnice k = 0,127223 ± 0,000683 

Absolutní člen q = -0,008871 ± 0,008966 

Korelační koeficient r = 0,999914  

Reziduální odchylka s = 0,016859  

Tabulka 10 – Hodnoty kalibrační závislosti pro kyselinu skořicovou (UHPLC) 

Koncentrace 
(µg/ml) 

Průměr 
plochy píku 

a 

Průměr 
výšky píku 

H 
SD a SD H RSD a RSD H 

25,0 6,200 112,420 0,061 1,347 0,99% 1,20% 

20,0 4,870 88,323 0,059 0,976 1,21% 1,10% 

15,0 3,694 67,070 0,031 0,827 0,83% 1,23% 

10,0 2,503 45,037 0,009 0,202 0,37% 0,45% 

5,0 1,257 22,440 0,036 0,120 2,85% 0,53% 

2,0 0,488 8,843 0,002 0,051 0,42% 0,58% 

1,0 0,246 4,440 0,002 0,027 0,81% 0,60% 

0,5 0,118 2,150 0,004 0,030 3,13% 1,40% 

 

 

Obr. 11 – Kalibrační křivka kyseliny skořicové (UHPLC) 
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Tabulka 11 – Statistické parametry pro kalibrační křivku kyseliny skořicové (UHPLC) 

Statistické parametry pro regresi: y = k x + q  

Počet bodů n = 8 Odhad chyby 
Směrnice k = 0,246372 ± 0,001385 
Absolutní člen q = 0,004478 ± 0,018195 
Korelační koeficient r = 0,999905  
Reziduální odchylka s = 0,034212  
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4.4.6 Opakovatelnost měření na UHPLC 

Opakovatelnost se měřila na směsném vzorku obsahujícím všechny uvedené 

fenolické kyseliny o třech koncentracích (25,0; 10,0 a 1,0 µg/ml). Měření se provádělo 

při stejném nastavení přístroje jako u měření kalibrací. Každé měření se opakovalo 

celkem šestkrát pro každou koncentraci. Výsledky měření jsou uvedené v tabulkách pro 

každou koncentraci zvlášť a obsahují průměrné hodnoty retenčních časů, ploch píků, 

výšek píků, symetrií, rozlišení a teoretických pater a z každé hodnoty vypočtenou 

i relativní směrodatnou odchylku (RSD). 

 

Tabulka 12 – Opakovatelnost pro směsný vzorek kyselin o koncentraci 25,0 µg/ml 
(UHPLC) 

 
Retenční 
čas (min) 

Průměr 
plochy 
píku a 

Průměr 
výšky 

píku H 
Symetrie Rozlišení 

Teoretická
patra 

PA 1,786 2,151 19,198 1,415 12,282 1815 

RSD 0,19% 0,65% 0,47% 1,41% 0,96% 0,49% 

FA 3,697 0,563 5,705 1,668 10,652 10517 

RSD 0,08% 1,16% 1,78% 2,31% 1,27% 3,68% 

oCA 4,954 1,353 18,178 0,75 6,145 45970 

RSD 0,02% 0,43% 1,00% 3,56% 0,56% 1,59% 

ChA 
5,486 

 
3,191 61,817 1,082 10,993 72873 

RSD 0,02% 0,61% 0,68% 1,28% 0,19% 0,75% 

CA 6,407 6,193 112,358 1,085 - 87325 

RSD 0,01% 0,59% 0,86% 1,32% - 0,56% 
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Obr. 12 – Chromatogram pro koncentraci 25,0 µg/ml (UHPLC) 

Tabulka 13 – Opakovatelnost pro směsný vzorek kyselin o koncentraci 10,0 µg/ml 
(UHPLC) 

 
Retenční 
čas (min) 

Průměr 
plochy 
píku a 

Průměr 
výšky 

píku H 
Symetrie Rozlišení 

Teoretická
patra 

PA 1,741 0,861 8,065 1,41 12,447 1885 

RSD 0,78% 1,40% 1,20% 1,22% 0,90% 1,53% 

FA 3,653 0,256 2,28 1,468 10,368 9805 

RSD 0,36% 15,65% 1,50% 14,56% 0,51% 2,96% 

oCA 4,925 0,656 7,835 0,858 5,908 40321 

RSD 0,15% 
7,30% 

 
2,70% 

 
9,49% 

 
0,85% 

 
2,85% 

 

ChA 5,452 1,272 24,74 1,103 11,113 72629 

RSD 0,15% 0,17% 0,45% 1,47% 0,34% 0,64% 

CA 6,381 2,515 45,062 1,073 - 86732 

RSD 0,10% 0,45% 0,26% 1,60% - 0,46% 
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Obr. 13 – Chromatogram pro koncentraci 10,0 µg/ml (UHPLC) 

Tabulka 14 – Opakovatelnost pro směsný vzorek kyselin o koncentraci 1,0 µg/ml 
(UHPLC) 

 
Retenční 
čas (min) 

Průměr 
plochy 
píku a 

Průměr 
výšky 

píku H 
Symetrie Rozlišení 

Teoretická
patra 

PA 1,702 0,080 0,812 1,286 12,973 1932 

RSD 0,12% 7,15% 3,05% 4,35% 1,72% 4,37% 

FA 3,617 0,017 0,193 1,403 4,873 10725 

RSD 0,08% 14,33% 7,39% 8,28% 1,52% 12,50% 

oCA 4,909 0,556 2,455 1,472 2,235 2529 

RSD 0,03% 2,06% 1,11% 5,40% 1,02% 2,30% 

ChA 5,433 0,120 2,377 1,093 11,168 72824 

RSD 0,04% 3,33% 1,40% 1,31% 0,60% 2,44% 

CA 6,368 0,250 4,453 1,04 - 85166 

RSD 0,02% 2,84% 0,73% 1,10% - 1,09% 
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Obr. 14 – Chromatogram pro koncentraci 1,0 µg/ml (UHPLC) 
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4.5 Průběh a výsledky měření na SIC 

4.5.1 Nastavení programu SIC pro měření 

Promytí chromatog. kolony 
slabým eluentem  

Pravý ventil port 6 
Pumpa  
Pumpa  
 
Pravý ventil port 2 
Pumpa 
Pumpa 

 
Nasávání 1500 µl 
Rychlost 70 µl/s 
 
 
Vytlačování 1500 µl 
Rychlost 10 µl/s 

Promytí vzorku Pravý ventil port 8 
Pumpa  
Pumpa 
 
Pravý ventil port 5 
Pumpa 
Pumpa 
 
Pravý ventil port 1 
Pumpa 
Pumpa 

 
Nasávání 150 µl 
Rychlost 70 µl/s 
 
 
Nasávání 50 µl 
Rychlost 10 µl/s 
 
 
Vytlačování 200 µl 
Rychlost 50 µl/s 

Separace 
Plnění pumpy silným 
eluentem 
 
 
 
Nasávání vzorku 
 
 
 
Separace 
 

 
Port 8 
Pumpa 
Pumpa 
 
Port 5 
Pumpa 
Pumpa 
 
Port 2 
Pumpa 
Pumpa 

 
 
Nasávání 3700 µl 
Rychlost 70 µl/s 
 
 
Nasávání 10 µl 
Rychlost 10 µl/s 
 
 
Vytlačování 3710 µl 
Rychlost 10 µl/s 

Separační gradient 
Plnění pumpy silným 
eluentem 
 
 
 
Plnění pumpy slabým 
eluentem 
 
 
Nasávání vzorku 
 
 
 
Separace 

 
Port 8 
Pumpa 
Pumpa 
 
 
Port 6 
Pumpa  
Pumpa 
 
Port 5 
Pumpa 
Pumpa 
 
Port 2 

 
 
Nasávání 2300 µl 
Rychlost 70 µl/s 
 
 
 
Nasávání 1500 µl 
Rychlost 70 µl/s 
 
 
Nasávání 10 µl 
Rychlost 10 µl/s 
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Promytí kolony slabým 
eluentem 

Pumpa 
Pumpa 
 
Port 6 
Pumpa 
Pumpa 
 
Port2 
Pumpa 
Pumpa 

Vytlačování 3810 µl 
Rychlost 10 µl/s 
 
 
Nasávání 1500 µl 
Rychlost 70 µl/s 
 
 
Vytlačování 1500 µl 
Rychlost 10 µl/s 

 

U měření na SIC byly nastaveny podmínky odpovídající měření na UHPLC. 

Průtok činil 0,6 ml/min. Nastřikovaný objem byl 10,0 µl. Koncentrační gradient se 

tvořil v mísící cívce. Mobilní fáze od počátku do času 2,0 min byla v poměru 5:95 

(celkový objem 1,5 ml) ACN:CH3COOH (pH 2,7). V čase od 2,0-6,3 min se zvýšil 

podíl ACN až na 40 % v poměru k CH3COOH (pH 2,7) tedy 40:60. Na konci měření 

v čase 6,3-8,8 min se poměr mobilních fází vrátil na původní poměr 5:95, 

ACN:CH3COOH (pH 2,7). 

4.5.2 Kalibrace pro SIC 

Během měření kalibrace na SIC byly použity desetkrát zředěné koncentrace 

fenolických kyselin oproti měření na UHPLC. Každé měření pro danou koncentraci se 

opakovalo třikrát. V tabulkách jsou uvedeny hodnoty kalibrace pro každou fenolickou 

kyselinu zvlášť. V tabulkách jsou zaznamenané průměrné hodnoty ploch a výšek píků, 

směrodatné odchylky a relativní směrodatné odchylky každé hodnoty. Pro každou 

kyselinu zvlášť je sestavena kalibrační křivka a tabulka obsahující statistické parametry 

pro kalibrační křivku. 
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Tabulka 15 – Hodnoty kalibrační závislosti pro kyselinu protokatechovou (SIC) 

Koncentrace 
(µg/ml) 

Průměr 
plochy píku 

a 

Průměr 
výšky píku 

H 
SD a SD H RSD a RSD H 

2,5 2,292 20,100 0,012 0,420 0,52% 2,09% 

2,0 1,968 17,377 0,017 0,296 0,86% 1,70% 

1,5 1,546 12,210 0,000 0,000 0,00% 0,00% 

1,0 1,126 8,590 0,031 0,133 2,74% 1,55% 

0,5 0,584 4,177 0,014 0,164 2,40% 3,94% 

0,2 0,266 1,970 0,015 0,093 5,48% 4,74% 

0,1 0,123 1,000 0,009 0,093 7,56% 9,33% 

0,05 0,072 0,580 0,015 0,100 20,75% 17,24% 

 

 

Obr. 15 – Kalibrační křivka kyseliny protokatechové (SIC) 

Tabulka 16 – Statistické parametry pro kalibrační křivku kyseliny protokatechové (SIC) 

Statistické parametry pro regresi: y = k x + q  

Počet bodů n = 8  Odhad chyby 

Směrnice k = 0,925403 ± 0,032537 

Absolutní člen q = 0,089073 ± 0,042738 

Korelační koeficient r = 0,996312  

Reziduální odchylka s = 0,080359  
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Tabulka 17 – Hodnoty kalibrační závislosti pro kyselinu ferulovou (SIC) 

Koncentrace 
(µg/ml) 

Průměr 
plochy píku 

a 

Průměr 
výšky píku 

H 
SD a SD H RSD a RSD H 

2,5 0,720 12,197 0,003 0,118 0,46% 0,97% 

2,0 0,607 9,710 0,014 0,153 2,36% 1,58% 

1,5 0,479 7,000 0,000 0,000 0,00% 0,00% 

1,0 0,385 4,913 0,012 0,076 3,00% 1,54% 

0,5 0,138 2,290 0,004 0,033 2,80% 1,46% 

0,2 0,053 0,917 0,003 0,036 6,15% 3,88% 

0,1 0,024 0,437 0,002 0,016 6,60% 3,56% 

0,05 0,012 0,230 0,001 0,000 5,31% 0,00% 

 

 

Obr. 16 – Kalibrační křivka kyseliny ferulové (SIC) 

 

Tabulka 18 – Statistické parametry pro kalibrační křivku kyseliny ferulové (SIC) 

Statistické parametry pro regresi: y = k x + q  
Počet bodů n = 8 Odhad chyby 
Směrnice k = 0,299595 ± 0,015468 
Absolutní člen q = 0,008272 ± 0,020317 
Korelační koeficient r = 0,992098  
Reziduální odchylka s = 0,038201  
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Tabulka 19 – Hodnoty kalibrační závislosti pro kyselinu o-kumarovou (SIC) 

Koncentrace 
(µg/ml) 

Průměr 
plochy píku 

a 

Průměr 
výšky píku 

H 
SD a SD H RSD a RSD H 

2,5 0,737 19,283 0,007 0,336 0,99% 1,74% 

2,0 0,527 13,617 0,009 0,102 1,65% 0,75% 

1,5 0,401 9,890 0,000 0,000 0,00% 0,00% 

1,0 0,292 6,750 0,008 0,107 2,69% 1,58% 

0,5 0,151 3,310 0,001 0,027 0,57% 0,81% 

0,2 0,059 1,333 0,001 0,031 2,41% 2,33% 

0,1 0,029 0,670 0,001 0,013 4,68% 1,99% 

0,05 0,013 0,325 0,000 0,005 1,87% 1,54% 

 

 

Obr. 17 – Kalibrační křivka kyseliny o-kumarové (SIC) 

Tabulka 20 – Statistické parametry pro kalibrační křivku kyseliny o-kumarové (SIC) 

Statistické parametry pro regresi:y = k x + q  
Počet bodů n = 8 Odhad chyby 
Směrnice k = 0,280878 ± 0,009167 
Absolutní člen q = 0,000513 ± 0,01204 
Korelační koeficient r = 0,99682  
Reziduální odchylka s = 0,022639  
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Tabulka 21 – Hodnoty kalibrační závislosti pro kyselinu chlorogenovou (SIC) 

Koncentrace 
(µg/ml) 

Průměr 
plochy píku 

a 

Průměr 
výšky píku 

H 
SD a SD H RSD a RSD H 

2,5 3,536 81,167 0,077 0,844 2,19% 1,04% 

2,0 2,933 65,110 0,041 0,473 1,38% 0,73% 

1,5 2,242 47,980 0,000 0,000 0,00% 0,00% 

1,0 1,655 33,023 0,088 0,342 5,30% 1,04% 

0,5 0,914 16,427 0,080 0,318 8,78% 1,93% 

0,2 0,490 7,020 0,064 0,047 13,06% 0,66% 

0,1 0,270 3,510 0,052 0,047 19,32% 1,33% 

0,05 0,129 1,995 0,049 0,465 38,10% 23,31% 

 

 

Obr. 18 – Kalibrační křivka kyseliny chlorogenové (SIC) 

 

Tabulka 22 – Statistické parametry pro kalibrační křivku kyseliny chlorogenové (SIC) 

Statistické parametry pro regresi: y = k x + q  

Počet bodů n = 8 Odhad chyby 

Směrnice k = 1,372467 ± 0,031395 

Absolutní člen q = 0,174392 ± 0,041237 

Korelační koeficient r = 0,998434  

Reziduální odchylka s = 0,077537  
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Tabulka 23. – Hodnoty kalibrační závislosti pro kyselinu skořicovou (SIC) 

Koncentrace 
(µg/ml) 

Průměr 
plochy píku 

a 

Průměr 
výšky píku 

H 
SD a SD H RSD a RSD H 

2,5 6,430 128,420 0,029 2,040 0,44% 1,59% 

2,0 5,466 105,553 0,090 0,696 1,64% 0,66% 

1,5 4,206 76,640 0,000 0,000 0,00% 0,00% 

1,0 3,103 53,017 0,075 0,449 2,40% 0,85% 

0,5 1,608 26,073 0,014 0,156 0,84% 0,60% 

0,2 0,661 10,833 0,016 0,311 2,35% 2,87% 

0,1 0,320 5,407 0,010 0,082 3,11% 1,52% 

0,05 0,149 2,650 0,002 0,050 1,53% 1,89% 

 

 

Obr. 19 – Kalibrační křivka kyseliny skořicové (SIC) 

 

Tabulka 24 – Statistické parametry pro kalibrační křivku kyseliny skořicové (SIC) 

Statistické parametry pro regresi: y = k x + q  
Počet bodů n = 8 Odhad chyby 
Směrnice k = 2,600638 ± 0,082193 
Absolutní člen q = 0,190999 ± 0,1077961 
Korelační koeficient r = 0,997017  
Reziduální odchylka s = 0,202996  
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4.5.3 Opakovatelnost na SIC 

Obdobně jako při měření kalibrační závislosti se opakovatelnost na SIC měřila 

při koncentracích 2,5; 1,0 a 0,1 µg/ml směsného vzorku, který obsahoval všechny 

příslušné fenolické kyseliny. Měření pro každou koncentraci se opakovalo šestkrát 

a průměrné hodnoty jsou zaznamenané v následujících tabulkách. Průměrné hodnoty 

retenčních časů, ploch píků, výšek píků, symetrií, rozlišení a teoretických pater. 

Vždy pro každou kyselinu zvlášť a zároveň ze všech hodnot jsou stanoveny relativní 

směrodatné odchylky (RSD). 

 

Tabulka 25 – Opakovatelnost pro směsný vzorek kyselin o koncentraci 2,5 µg/ml (SIC) 

 
Retenční 
čas (min) 

Průměr 
plochy 
píku a 

Průměr 
výšky 

píku H 
Symetrie Rozlišení 

Teoretická
patra 

PA 2,482 2,330 20,375 1,312 8,713 3190 

RSD 1,28% 1,39% 1,51% 1,42% 1,60% 1,57% 

FA 3,588 0,718 12,112 1,278 8,542 33288 

RSD 1,29% 0,59% 1,00% 1,68% 0,62% 0,39% 

oCA 4,947 0,295 6,742 1,038 3,868 75659 

RSD 1,36% 2,24% 1,29% 0,96% 0,92% 0,55% 

ChA 4,437 3,583 80,583 1,290 7,865 68690 

RSD 1,36% 1,51% 1,15% 2,88% 0,33% 1,46% 

CA 5,014 6,475 127,493 1,093 - 64001 

RSD 1,35% 0,77% 1,53% 2,09% - 0,28% 
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Obr. 20 – Chromatogram pro koncentraci 2,5 µg/ml (SIC) 

 

Tabulka 26 – Opakovatelnost pro směsný vzorek kyselin o koncentraci 1,0 µg/ml (SIC) 

 
Retenční 
čas (min) 

Průměr 
plochy 
píku a 

Průměr 
výšky 

píku H 
Symetrie Rozlišení 

Teoretická
patra 

PA 2,799 1,136 8,595 1,372 9,332 3020 

RSD 1,37% 1,89% 1,08% 0,97% 0,87% 0,50% 

FA 4,193 0,397 4,900 0,743 9,012 30687 

RSD 1,30% 4,24% 1,28% 2,18% 0,40% 0,93% 

oCA 4,947 0,295 6,742 1,038 3,868 75659 

RSD 1,36% 2,24% 1,29% 0,96% 0,92% 0,55% 

ChA 5,238 1,720 33,090 1,388 8,037 71140 

RSD 1,38% 4,10% 0,93% 4,49% 0,89% 3,26% 

CA 5,924 3,149 52,800 1,102 - 65471 

RSD 1,42% 2,06% 0,89% 1,38% - 1,22% 
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Obr. 21 – Chromatogram pro koncentraci 1,0 µg/ml (SIC) 

Tabulka 27 – Opakovatelnost pro směsný vzorek kyselin o koncentraci 0,1 µg/ml (SIC) 

 
Retenční 
čas (min) 

Průměr 
plochy 
píku a 

Průměr 
výšky 

píku H 
Symetrie Rozlišení 

Teoretická
patra 

PA 2,477 0,127 1,042 1,282 9,763 3146 

RSD 1,27% 4,21% 4,98% 1,67% 1,62% 1,14% 

FA 4,125 0,024 0,443 1,253 9,422 35235 

RSD 1,34% 6,06% 3,87% 3,72% 1,53% 4,21% 

oCA 4,871 0,029 0,665 1,065 3,002 75433 

RSD 1,40% 2,78% 1,07% 1,48% 8,71% 1,22% 

ChA 5,143 0,307 3,502 1,170 5,606 19990 

RSD 1,06% 2,07% 0,99% 19,66% 2,98% 1,77% 

CA 5,849 0,315 5,382 1,097 - 63621 

RSD 1,48% 2,54% 0,83% 1,74% - 0,68% 
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Obr. 22 – Chromatogram pro koncentraci 0,1 µg/ml (SIC) 
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4.6 Porovnání výsledků 

Pro příkladné porovnání výsledků byly vytvořeny tabulky, které shrnují všechny 

chromatografické parametry pro každou fenolickou kyselinu zvlášť a jejich relativní 

směrodatné odchylky. Tyto hodnoty jsou pro koncentraci 10,0 µg/ml na UHPLC a 1,0 

µg/ml na SIC. Hodnocený kalibrační rozsah obou metod byl zvolen vzhledem 

k možnosti nástřiku – UHPLC 1,0 µg rozsah 0,5–25,0 µg/ml a SIC 10,0 µg rozsah 

0,05–2,5 µg/ml. 

 

Tabulka 28 – Přehled výsledků pro UHPLC a SIC pro koncentraci 10,0 µg/ml a 1,0 
µg/ml 

Fenolická 
kyselina 

Retenční 
čas (min) 
UHPLC 

Retenční 
čas (min) 

SIC 

Průměr 
plochy 
píku a 

UHPLC 

Průměr 
plochy 
píku a 

SIC 

Průměr 
výšky 

píku H 
UHPLC 

Průměr 
výšky 

píku H 
SIC 

PA 1,741 2,799 0,861 1,136 8,065 8,595 

RSD 0,78% 1,37% 1,40% 1,89% 1,20% 1,08% 

FA 3,653 4,193 0,256 0,397 2,28 4,900 

RSD 0,36% 1,30% 15,65% 4,24% 1,50% 1,28% 

oCA 4,925 4,947 0,656 0,295 7,835 6,742 

RSD 0,15% 1,36% 7,30% 2,24% 2,70% 1,29% 

ChA 5,452 5,238 1,272 1,720 24,74 33,090 

RSD 0,15% 1,38% 0,17% 4,10% 0,45% 0,93% 

CA 6,381 5,924 2,515 3,149 45,062 52,800 

RSD 0,10% 1,42% 0,45% 2,06% 0,26% 0,89% 
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Tabulka 29 – Přehled výsledků pro UHPLC a SIC pro koncentraci 10,0 µg/ml a 1,0 
µg/ml 

Fenolická 
kyselina 

Symetrie 
píku 

UHPLC 

Symetrie 
píku SIC

Rozlišení 
UHPLC 

Rozlišení 
SIC 

Teoretická 
patra 

UHPLC 

Teoretická 
patra SIC 

PA 1,41 1,372 12,447 9,332 1885 3020 

RSD 1,22% 0,97% 0,90% 0,87% 1,53% 0,50% 

FA 1,468 0,743 10,368 9,012 9805 30687 

RSD 14,56% 2,18% 0,51% 0,40% 2,96% 0,93% 

oCA 0,858 1,038 5,908 3,868 40321 75659 

RSD 9,49% 0,96% 0,85% 0,92% 2,85% 0,55% 

ChA 1,103 1,388 11,113 8,037 72629 71140 

RSD 1,47% 4,49% 0,34% 0,89% 0,64% 3,26% 

CA 1,073 1,102 - - 86732 65471 

RSD 1,60% 1,38% - - 0,46% 1,22% 
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5 DISKUZE 

V průběhu experimentu nebyla vyvíjena nová metoda pro stanovení fenolických 

kyselin. Cílem bylo porovnat, jakou roli hraje detektor v měření na sekvenčním 

injekčním chromatografu. Zároveň se porovnávalo, který systém poskytuje preciznější 

a kvalitnější výsledky. Pro měření se jako vzorek zvolil směsný vzorek obsahující 5 

fenolických kyselin. 

Již od počátku měření byl systém UHPLC nastaven na hodnoty popsané výše. 

Toto nastavení se jevilo jako vhodné, protože výsledné píky na chromatogramu byly 

jasně zřetelné a oddělené. 

Nejprve se měření provedlo na kapalinovém chromatografu. Pro zjištění, jestli je 

naše měření validní, jsme provedli proměření kalibrační závislosti. Kalibrace se měřila 

pro směsný vzorek obsahující všechny příslušné fenolické kyseliny (o koncentracích 

25,0; 20,0; 15,0; 10,0; 5,0; 2,0; 1,0 a 0,5 µg/ml). Stanovení každé koncentrace se 

provedlo celkem třikrát. Sledovaly se hodnoty pro plochu a výšku píku, z nich byly poté 

vypočteny průměrné hodnoty a relativní směrodatné odchylky. Kalibrační křivka byly 

sestaveny jako závislosti plochy píku na koncentraci pro každou fenolickou kyselinu 

zvlášť. Z těchto kalibračních křivek je patrné, že metoda byla nastavena správně, 

hodnota korelačního koeficientu je ve všech případech vyšší než 0,99. Kalibrační křivku 

lze považovat za lineární, pokud je hodnota korelačního koeficientu r ≥ 0,99. 

Dalším krokem bylo ověřit opakovatelnost měření na UHPLC pro celkem 3 

koncentrace (25,0; 10,0 a 1,0 µg/ml). Každé měření se zopakovalo šestkrát. 

Sledovaly se hodnoty retenčních časů, ploch píků, výšek píků, faktorů symetrie, 

rozlišení a počet teoretických pater. V tabulce jsou uvedeny aritmetické průměry ze 

všech hodnot a relativní směrodatné odchylky. Zde je vidět, že se hodnoty pro 

opakovatelnost od sebe významně neliší. Z toho lze usuzovat, že preciznost pumpy 

u SIC není významně nižší než u UHPLC. 

Aby bylo možné porovnat preciznost měření obou systémů, byl systém pro SIC 

nastaven na podmínky měření odpovídající nastavení UHPLC. Jelikož se na SIC 

nastřikoval objem vzorku 10 µl. Musely být upraveny koncentrace vzorků (zředěny 10 

krát oproti UHPLC). Byly sestaveny kalibrační křivky pro každou z fenolických 

kyselin. Korelační koeficienty všech křivek se i zde pohybují nad hodnotou 0,99; 

můžeme kalibrační křivky považovat za lineární. A stejným způsobem jako na UHPLC 
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byla proměřena opakovatelnost pro koncentrace (2,5; 1,0 a 0,1 µg/ml). Zároveň jsou 

sestaveny tabulky s údaji stejně jako v případě UHPLC. 
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6 ZÁVĚR 

Zapojením UHPLC detektoru do SIC se podařilo srovnat metodu SIC a UHPLC 

z pohledu preciznosti, citlivosti a chromatografické účinnosti. Metoda SIC s ohledem 

na své možnosti (objem nástřiku, průtokové rychlosti a složení mobilní fáze a možnost 

výběru pouze krátkých kolon) vykázala srovnatelné hodnoty pro opakovatelnost 

retenčních časů, ploch a výšek píků a i pro chromatografické parametry analýzy 

vyjádřené – symetrií píků, rozlišením a počtem teoretických pater. 

Z uvedených závěrů je zřejmé, že detektor je klíčovou částí určující výsledky 

chromatografie. Typicky užívaný USB detektor v SIC omezuje separaci jak 

do citlivosti, tak do preciznosti a chromatografické účinnosti. Celková účinnost UHPLC 

detektoru překonává detektor s optickými vlákny. UHPLC software umožňuje rychlý 

sběr dat a variabilní zpracování dat pro získání více informací ze zaznamenaných dat. 

 Můžeme pozorovat jistý přínos pro SIC zařízení a další vývoj metody. SIC 

zařízení může provádět separaci na stejné koloně, která je kompatibilní s UHPLC. 

Rychlejší rozvoj separačních podmínek a také rychlejší zpracování dat. Zároveň se 

potvrzuje kvalita SIC pumpy, je bez pulzů. Pozorujeme i větší citlivost měření. 

Gradientová eluce (tvořená v mísící cívce) vykazuje v SIC znatelně menší preciznost 

než izokratická eluce. Přesnost SIC metody může být také ovlivněna nástřikem vzorku 

(selekční ventil). 

 UHPLC detektor přináší do SIC metod nové možnosti a má řadu výhod. UHPLC 

detektor má i své nevýhody. V tabulce č. 30 jsou shrnuty největší výhody a nevýhody 

detektoru, který byl použit v našem měření, v porovnání s detektorem běžně 

používaným v SIC. 
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Tabulka 30 – Výhody a nevýhody detektorů 

 
Ocean Optics USB4000 

Dionex™ UltiMate™ 3000 
DAD-3000RS 

Výhody Malý rozměr - mobilní 3D spektra 

 
Modularita – lampa a detekční 

cela 
Vysoký pracovní výkon 

 Jednoduchá obsluha Vysokorychlostní sběr dat 

 Nízká cena 
Sofistikovaná manipulace s 

daty 
   

Nevýhody Účinnost Vysoká cena 
 Vyšší šum Oddělený software 
 Scanovací rychlost Stolní velikost detektoru 
 Rychlost sběru a zpracování dat  
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