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ABSTRAKT  

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceutická fakulta v Hradci Králové  

Katedra analytické chemie 

Studijní program: Bioanalytická chemie  

Kandidát: Mgr. Barbora Honegrová (roz. Kučerová) 

Školitel: prof. RNDr. Petr Solich, CSc. 

Školitel specialista: doc. RNDr. Dagmar Solichová, Ph. D. 

Název dizertační práce: Využití moderních separačních metod pro klinickou praxi 

 

Předložená práce se zabývá vývojem metod pro stanovení vitamínů A a E 

v biologickém materiálu pomocí kapalinové chromatografie. 

V teoretickém úvodu jsou popsány bioanalytické přístupy ke stanovení analytů ze 

vzorku v komplexních matricích – zejména problematika úpravy vzorku před analýzou, 

separační chromatografické přístupy využívané v analýze a dále jsou zevrubně 

diskutovány principy validace bioanalytických metod. Cílové analyty jsou 

charakterizovány jak z chemického, tak funkčního hlediska. 

Experimentální část obsahuje tři oddíly. Dva se zabývají vývojem 

chromatografických metod s cílem zjistit nejvhodnější podmínky pro stanovení vitamínu 

A a E v různých biologických materiálech – sérum, lipoproteinové vrstvy a mateřské 

mléko v klinickém hodnocení v rámci Fakultní nemocnice Hradec Králové. Třetí část pak 

sleduje stabilitu vitamínů v mateřském mléce a vliv pasterizace (62,5 °C po dobu 20 

minut) a skladování na jejich hladiny. 

 

1. Byla provedena studie vhodnosti různých typů UHPLC kolon (monolitická kolona II. 

generace, kolony plněny celoporézními a povrchově porézními částicemi) pro analýzu 

retinolu a α-tokoferolu v séru a v mateřském mléce s důrazem na vhodnost pro rutinní 

stanovení velkého množství vzorků v rámci klinické laboratoře. Monolitická kolona 

druhé generace Chromolith HighResolution dosáhla nejlepší separační účinnosti ze všech 

porovnávaných kolon pro zamýšlený účel. 

2. Byla provedena studie stability retinolu a α-tokoferolu v mateřském mléce. Byl 

hodnocen vliv pasterizace a dlouhodobého skladování mateřského mléka za snížené 

teploty (-27 °C) na obsah liposolubilních vitamínů. Podařilo se prokázat, že ani tepelná 

úprava ani skladování po celou dobu trvanlivosti (12 týdnů) neovlivňuje obsah těchto 
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esenciálních složek, což je důležité z důvodu zajištění správné výživy pro nedonošené a 

předčasně narozené novorozence. 

3. Byla vyvinuta HPLC metoda pro simultánní stanovení retinolu, α- a γ-tokoferolu 

metodou vnitřního standardu s fluorescenční detekcí pro hodnocení účinnosti aferézy u 

pacientů léčených na separátorovém centru FN HK. Nová metoda je vhodná pro 

stanovení cílových analytů v séru a lipoproteinových vrstvách. Krátký čas analýzy, 3 

minuty, je výhodný pro série velkého počtu vzorků v klinické laboratoři. 
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ABSTRACT  

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Králové  

Department of Analytical Chemistry 

Field of study: Bioanalytical Chemistry  

Candidate: Mgr. Barbora Honegrová (maiden name Kučerová) 

Supervisor: prof. RNDr. Petr Solich, CSc. 

Co-supervisor: assoc. prof. RNDr. Dagmar Solichová, Ph. D. 

Title of doctoral thesis: Using of modern separation methods for clinical practice 

 

This work is focused on the development of methods for the determination of 

vitamin A and E in biological materials using liquid chromatography. 

The theoretical background describes bioanalytical approaches to the determination 

of analytes from complex matrices. Sample preparation before analysis, chromatographic 

separation approaches and the validation of bioanalytical methods are discussed. The 

structure and biological function of target analytes are characterized. 

The experimental part contains three sections, two of them focus on the 

development of new chromatographic methods for the determination of vitamin A and E 

in biological samples such as serum, lipoprotein layers and breast milk. The aim is to find 

the most suitable conditions for the chromatographic separation of target analytes that 

will be used for clinical trials in University Hospital in Hradec Králové. The third section 

is concerned with monitoring the stability of vitamins in breast milk as well as the 

influence of pasteurisation and storage on levels of the target vitamins.  

 

1. A comparison was made of different types of UHPLC stationary phases (monolithic 

columns of 2nd generation, columns filled with porous particles and core-shell particles) 

for the simultaneous determination of retinol and α-tocopherol in serum and breast milk. 

The new method must be applicable to the routine determination of analytes in clinical 

laboratory. The second generation monolithic column Chromolith HighResolution had 

the best separation efficiency of all tested columns for the intended purpose. 

2. The study of the stability of retinol and α-tocopherol in human breast milk was 

conducted. The influence of pasteurisation and storing (-27 °C) on levels of liposoluble 

vitamins was evaluated. It was proved that neither the pasteurisation procedure nor low 

temperature storing have an effect on these essential compounds during the shelf life (12 

weeks). These findings are significant because of the importance of a sufficient supply of 

vitamins to premature babies for their proper growth and development. 
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3. A new method for the simultaneous determination of retinol, α- and γ-tocopherol 

using internal standard and fluorescence detection was developed. This method is 

suitable for the determination of target analytes in serum and lipoprotein fractions in 

patients treated by apheresis and for determination of the efficiency of the processes. A 

short analysis time is favorable for the method to be used in large batches in a clinical 

laboratory. 
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Pro stanovení biologicky aktivních látek v klinických laboratořích se stále častěji 

využívají chromatografické metody umožňující v jednom kroku spojit jak separaci, tak 

identifikaci a kvantifikaci jednotlivých složek směsi. V rutinní laboratoři je důležitým 

faktorem nejen krátký čas analýzy pro velké série vzorků, ale především citlivost metod 

vůči cílovým analytům ve složité matrici (sérum, plazma, moč, sliny, pot, atd.).  

Velký důraz je kladen na snížení spotřeby organických rozpouštědel a menší zatížení 

okolního prostředí. To vede k vývoji nových přístupů v přípravě vzorku před analýzou, 

které minimalizují či úplně eliminují přítomnost organických rozpouštědel. Značný je 

také tlak na spotřebu co nejmenšího objemu vzorku použitého k analýze. 

Miniaturizované metody klasických extrakčních metod LLE a SPE jsou tak mnohem 

šetrnější k životnímu prostředí a navíc lze tyto nové metody plně automatizovat a on-line 

propojit s chromatografickým systémem. To vede ke značnému zkrácení doby analýzy a 

snížení nákladů. Výhodou je i omezení manipulace s biologickým materiálem 

zdravotnickým personálem.  

Na účinnost separace a rychlost analýzy má největší vliv chromatografická kolona. 

Z tohoto důvodu jsou vyvíjeny nové stacionární fáze umožňující rychlý průtok mobilní 

fáze s vysokou rozdělovací schopností pro různé analyty. Další modifikace sorbentů pak 

zajišťují jejich vyšší odolnost oproti pH či vysoké teplotě. Rozvoj je jak v oblasti 

monolitických kolon, které se s výhodou používají na analýzu biologického materiálu pro 

specifický pórovitý charakter, tak u částicových kolon, které jsou plněny menšími 

částicemi s vyšší separační účinností. Technologie kolon s pevným jádrem a porézní 

vrstvou umožňuje krátkou analýzu, protože analyt neproniká hluboko do částice a může 

tak být rychle vymyt mobilní fází na detektor. 
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3. CÍL PRÁCE 
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Cílem této dizertační práce bylo vyvinout nové moderní separační metody pro 

stanovení analytů dle konkrétních požadavků klinik Fakultní nemocnice Hradec Králové. 

Výzkumná laboratoř III. interní gerontometabolické kliniky, ve které probíhalo mé 

postgraduální studium, je zapojena do grantů a výzkumných projektů, v rámci kterých 

jsou řešeny klinické studie vyžadující stanovení různých analytů obsažených 

v biologickém materiálu, jako např. sérum, moč či mateřské mléko. Jedním z úkolů je 

analýza liposolubilních vitamínů. 

Vzhledem ke složitosti matrice biologického materiálu je nutné zohlednit tento 

aspekt během přípravy vzorku před analýzou, kde je trendem především zmenšování 

objemu spotřeby organických rozpouštědel i množství vzorku. Proto se klasické metody 

miniaturizují a je zřejmá snaha o automatizaci úpravy vzorku pro menší manipulaci 

zdravotnického personálu s biologickým materiálem a eliminaci případných chyb při 

ručním zpracování.  

Prvním úkolem experimentální části dizertační práce bylo porovnání separační 

účinnosti chromatografických kolon různých typů pro stanovení retinolu a α-tokoferolu 

na UHPLC systému s využitím fluorescenční detekce. Do projektu byla zařazena 

monolitická kolona II. generace a kolony plněné celoporézními a povrchově porézními 

částicemi o různých velikostech. Klíčovým parametrem byla účinnost separace, rychlost 

analýzy a rozlišení mezi jednotlivými analyty. 

Cílem druhého experimentu bylo zjistit stabilitu vitamínů A a E v mateřském mléce. 

Jelikož je mléko vystaveno během pasterizace teplotě 62,5 °C po dobu 20 minut a 

následně zchlazeno a skladováno při -27 °C po dobu až 12 týdnů, může být hladina 

vitamínů v něm značně ovlivněna. Proto měla být sledována hladina těchto vitamínů 

před pasterizací, následně po ní a pak v průběhu celé doby skladování s cílem zajistit 

správnou výživu, především nedonošeným a předčasně narozeným dětem, kterým je 

poté takto upravené mateřské mléko podáváno. 

Dalším úkolem byl vývoj a validace HPLC metody pro stanovení retinolu, α- a γ-

tokoferolu s využitím vnitřního standardu a fluorescenční detekcí. Nejdříve měly být 

testovány různé kolony s cílem najít ty, které jsou schopny rozdělit α- a γ-tokoferol. Poté 

optimalizovat chromatografické podmínky pro kolony s nejlepšími výsledky a metodu 

validovat. Výhodou využití vnitřního standardu je především zohlednění ztrát cílových 

analytů během úpravy vzorku před analýzou.  

Nedílnou součástí mého postgraduálního studia ve Výzkumné laboratoři bylo podílet 

se na klinických výzkumech probíhajících na klinikách Fakultní nemocnice Hradec 
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Králové (FN HK). Mezi úkoly patřilo stanovení retinolu a α-tokoferolu v séru a 

lipoproteinových vrstvách u pacientů s familiární hypercholesterolémií, kteří jsou 

dlouhodobě léčeni LDL aferézou na Separátorovém centru IV. interní hematologické 

kliniky FN HK. U těchto pacientů jsou sledovány změny hladin cílových analytů před a po 

léčebné aferéze. Vitamíny A a E byly analyzovány i u dalších skupin pacientů s diagnózou 

věkem podmíněné makulární degenerace před a po léčebné rheoferéze. Cílem bylo zjistit 

vliv rheoferézy na hladinu antioxidantů v séru, lipoproteinových vrstvách a membráně 

erytrocytů. 
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4. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
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ACN acetonitril 

C18 řetězec obsahující 18 atomů uhlíku 

CE kapilární elektroforéza (capillary electrophoresis) 

CFME kontinuální průtoková mikroextrakce (continuous flow microextraction) 

ČL Český lékopis 

DAD detektor diodového pole (diode array detector) 

DDME drop to drop microextraction 

DI přímé ponoření (direct immersion) 

DLLME disperzní mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (dispersive liquid-liquid 

microextraction 

DPX extrakce pomocí plněných špiček pipet (disposable-pipette extraction) 

DSDME mikroextrakce na přímo suspendované kapce (directly-suspended droplet 

microextraction) 

DVB divinylbenzen 

EMA European Medical Agency 

EME elektromembránová extrakce (electrokinetic membrane extraction) 

FDA Food and Drugs Administration 

FN HK Fakultní nemocnice Hradec Králové 

GC plynová chromatografie (gas chromatography) 

HDL lipoprotein s vysokou hustotou (high density lipoprotein) 

HETP výškový ekvivalent teoretického patra (height equivalent to a theoretical 

plate) 

HF duté vlákno (hollow fibre) 

HIC  hydrofobní interakční chromatografie (hydrophobic interaction 

chromatography) 

HILIC hydrofilní interakční chromatografie (hydrophilic interaction 

chromatography) 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie (high performance liquid 

chromatography) 

HR HighResolution 

HS umístění nad hladinou (head-space) 

ICH International Conference of Harmonization 

LC kapalinová chromatografie (liquid chromatography) 

LDL lipoprotein s nízkou hustotou (low density lipoprotein) 
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LLE extrakce do kapaliny (liquid-liquid extraction) 

LLLME mikroextrakce z kapaliny do kapaliny a zpět (liquid-liquid-liquid 

microextraction) 

LLOQ dolní limit kvantifikace (lower limit of quantification) 

LOD limit detekce (limit of detection) 

LOQ limit kvantifikace (limit of quantification) 

LPME mikroextrakce na kapalnou fázi (liquid phase microextraction) 

MeOH methanol 

MEPS mikroextrakce tuhým sorbentem v mikrostříkačce (microextraction by 

packed sorbents) 

MF mobilní fáze 

MIP molekulárně vtištěné polymery (molecularly imprinted polymers) 

MSPE extrakce magnetickou tuhou fází (magnetic solid phase extraction) 

NP normální fáze (normal phase) 

PDMS polydimethylsiloxan 

PP srážení proteinů (protein precipitation) 

RAM materiál s omezeným přístupem (restricted access material) 

RP reverzní fáze (reverse phase) 

SBSE sorpční extrakce na míchací tyčince (stir bar sorptive extraction) 

SDME mikroextrakce na kapku (single-drop microextraction) 

SF stacionární fáze 

SFC superkritická fluidní chromatografie 

SOP standardní operační postup 

SPDE dynamická extrakce vzorků na tuhou fázi (dynamic solid phase extraction) 

SPE extrakce na tuhou fázi (solid phase extraction) 

SPME mikroextrakce tuhou fází (solid phase microextraction) 

SST test způsobilosti systému (system suitability test) 

SÚKL Státní ústav pro kontrolu léčiv 

UHPLC ultravysokoúčinná kapalinová chromatografie (ultra high performance 

liquid chromatography) 

ULOQ horní limit kvantifikace (upper limit of quantification) 

USP Americký lékopis (United States Pharmacopeia) 

VLDL lipoprotein s velmi nízkou hustotou (very low density lipoprotein) 
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5. TEORETICKÁ ČÁST 
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5.1. CHROMATOGRAFIE 

5.1.1.Historie chromatografie 

Revoluční způsob dělení poprvé použil a také pojmenoval ruský botanik Michail 

Semjonovič Cvět v roce 1903, kdy rozdělil pigmenty chloroplastů z rostlinných extraktů.  

Zlí jazykové tvrdí, že Cvět do názvu metody zakomponoval své jméno. Význam slova cvět 

v ruštině je stejný jako chroma v řečtině. Obě znamenají barva. Pro dělení látek použil 

sloupec uhličitanu vápenatého a bylo tedy využito rozdílných absorpčních schopností 

jednotlivých složek směsi rostlinných barviv [1].  

Především z důvodu, že Cvět publikoval v ruštině, byly jeho poznatky ignorovány. Ve 

třicátých letech 20. století byla tato metoda vzkříšena biochemikem Kuhnem a jeho 

studentem Ledererem, kteří chromatografii použili při separaci karotenoidů přítomných 

ve vaječném žloutku [2]. O rozšíření chromatografie se ale zasloužili až Martin a Synge, 

kteří popsali teorii chromatografie a její využití na separaci aminokyselin [3]. Za svůj 

objev získali v roce 1952 Nobelovu cenu za chemii.  

5.1.2.Principy a rozdělení chromatografických metod 

Chromatografie je separační metoda, která je založena na rozdílné distribuci látek 

mezi nemísitelnou mobilní a stacionární fází. Jako mobilní fáze může být plyn nebo 

kapalina. Stacionární fáze je buď pevná, nebo může být v podobě kapalného filmu 

naneseného na pevný nosič.  

Vzorek je zaveden na začátek kolony. Jak je rozpuštěný vzorek unášen mobilní fází 

přes pevnou fázi, začnou se jednotlivé složky vzorku zachycovat na sorbentu a tím se 

rozdělí na jednotlivé analyty. Průběh chromatografické separace je sledován vhodným 

detektorem, který je umístěn na konci kolony. Analyt na něm vyvolá odezvu. Signál je 

převeden do záznamu, který se nazývá chromatogram a skládá se z vrcholu pro každý 

z oddělených analytů v gausovském tvaru – píků. Chromatografický pík je 

charakterizován retenčním časem – doba od zavedení vzorku po vrchol píku, nebo 

retenčním objemem – objem mobilní fáze, který proteče kolonou od nástřiku po vrchol 

píku. Retenční čas je kvalitativní charakteristikou stanovovaného analytu. O kvantitě 

daného analytu pak vypovídá plocha pod píkem či výška píku [4]. 
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Chromatografické metody můžeme klasifikovat podle různých hledisek. Následné 

rozdělení chromatografických metod je upraveno podle L. S. Ettra [5] a doplněno dle 

současného trendu vývoje nových přístupů. 

5.1.2.1. Rozdělení metod podle uspořádání 

Podle způsobu provedení můžeme chromatografii rozdělit na dva druhy:  

 Kolonová chromatografie – stacionární fáze je umístěna v tenké trubce, 

koloně, ve formě sorbentu, kterým protéká mobilní fáze. 

 Planární chromatografie – stacionární fáze je nanesena v tenké vrstvě na 

papírovou, skleněnou, kovovou nebo plastovou desku. Deska je po nanesení 

vzorku umístěna do vyvíjecí komory s mobilní fází. 

5.1.2.2. Rozdělení metod podle povahy mobilní fáze 

 Plynová chromatografie (GC) – jako mobilní fáze slouží plyn (např. helium, 

argon, dusík). Vzorek (kapalná či plynná látka) je nejdříve převeden do 

plynné fáze, poté je nastříknut do proudu inertního plynu a dál unášen přes 

plněnou kapilární kolonu. Nevýhodou plynové chromatografie je možnost 

stanovovat pouze látky, které jsou tepelně stabilní a lehce převeditelné do 

plynné fáze, aniž by se rozložily. 

 Kapalinová chromatografie (LC) – jako mobilní fáze slouží kapalina (např. 

rozpouštědlo, tlumivý roztok). Pro dosažení vyšší účinnosti LC docházelo ke 

zmenšování částic v koloně. Aby byla zvýšena rychlost průchodu vzorku a 

mobilní fáze přes stacionární fázi, bylo zapotřebí hnát mobilní fázi kolonou 

vysokotlakým čerpadlem. Proto se tato technika nazývá vysokoúčinná 

kapalinová chromatografie (HPLC – high performance liquid 

chromatography). Kapalný nebo pevný vzorek je rozpuštěn ve vhodném 

rozpouštědle, nastříknut a unášen chromatografickou kolonou kapalnou 

mobilní fází. 

 Superkritická fluidní chromatografie (SFC) – používá mobilní fázi při tlaku 

a teplotě vyšší než je její příslušná kritická hodnota (nejčastěji CO2). Jako 

stacionární fáze je použita kolona obdobná HPLC kolonám nebo křemenná 

kapilární kolona s chemicky vázanou fází [6]. 
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5.1.2.3. Rozdělení metod na základě povahy stacionární fáze a principu 

separace  

 Chromatografie na normálních fázích (NP) – stacionární fáze je polární, 

mobilní fáze je nepolární. 

 Chromatografie na reverzních fázích (RP) – stacionární fáze je nepolární, 

mobilní fáze je polární. Velice univerzální metoda pro jednoduché i složité 

směsi (biologický materiál). Je nejpoužívanější separační technikou v LC. 

 Adsorpční chromatografie – princip separace je založen na různé afinitě 

složek ve vzorku vůči povrchu pevné fáze, kde probíhá absorpce a desorpce. 

Látky, které jsou sorpčními silami vázány k sorbentu silněji, jsou adsorbovány 

déle, než látky jiné. Látky s menší afinitou vůči sorbentu se tudíž vymývají 

z kolony dříve. Jako sorbenty pro adsorpční chromatografii se využívají 

uhlíkové sorbenty, silikagel, oxid hlinitý či organické polymery. Mobilní fáze 

je vybírána dle eluotropní řady podle vzrůstající polarity.  

 Rozdělovací chromatografie – separace je založena na rozdílné rozpustnosti 

složek vzorku ve stacionární fázi (GC) nebo ve stacionární a mobilní fázi (LC).  

 Iontově-výměnná chromatografie – tato metoda separace je používána pro 

analyty, které jsou schopny elektrostatické interakce. Retence závisí na 

interakci nabitých analytů s opačně nabitými ionty ve stacionární a mobilní 

fázi. Eluce pak probíhá přemístěním iontů analytu ze stacionární fáze, které 

soutěží s ionty téhož náboje v mobilní fázi. Jako stacionární fáze se používají 

iontoměniče nanesené na polymerním monolitu či chemicky vázané 

iontoměniče na silikagelu. Tato metoda se s výhodou využívá pro separaci 

proteinů [7]. 

 Vylučovací chromatografie – metoda založená na separaci molekul podle 

jejich velikosti. Metoda je známá také jako gelová permeační chromatografie. 

Vzorek je nanášen na kolonu, která má porézní náplň s různě velkými póry. 

K dělení dochází pronikáním jednotlivých molekul rozpuštěných látek do 

pórů gelu. Malé molekuly procházejí hluboko do stacionární fáze, zatímco 

velké molekuly migrují kolonou pouze v prostoru mezi částicemi náplně, aniž 

by byly zadržovány nebo jsou zadržovány jen velice krátce  [8]. 

 Afinitní chromatografie – metoda založená na specifické interakci mezi 

rozpouštědlem a sorbentem za použití imobilizovaného ligandu navázaného 

na inertní matrici. Analyt musí být reverzibilně afinitní k tomuto ligandu. Při 
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průchodu vzorku kolonou se afinitní molekuly zachytí a molekuly bez afinity 

projdou kolonou bez jakékoliv interakce. Změnou mobilní fáze dojde k vymytí 

daného analytu [9]. 

 Hydrofilní interakční chromatografie (HILIC) – separační mechanizmus 

není stále kompletně objasněn. Nejvíce převažuje domněnka, že retence 

analytu je způsobena jeho rozdělením mezi zakotvenou vrstvou obohacenou 

o vodu a relativně hydrofóbní mobilní fázi (5-40% voda v acetonitrilu) [10]. 

 Hydrofobní interakční chromatografie (HIC) – princip separace je postaven 

na interakci vodné fáze s vysokou koncentrací solí s velice hydrofilní 

stacionární fází (např. acetamidová fáze). Zvýšením koncentrace soli 

v mobilní fázi přecházejí analyty do stacionární fáze a dochází ke zvýšení 

retence. Tato metoda je vhodná pro separaci velkých peptidů a proteinů [11]. 

 Micelární elektrokinetická chromatografie – je druh kapilární 

elektroforézy (capillary electrophoresis – CE) vhodný pro separaci nabitých i 

nenabitých molekul. Principem separace je přidání micelární 

pseudostacionární fáze (tenzidy tvořící micely, které mají hydrofobní střed a 

hydrofilní povrch), která interaguje s analytem na chromatografickém 

principu [12]. 

5.1.3.Instrumentální sestava kapalinového chromatografu 

Kapalinový chromatograf se skládá ze zásobníků mobilní fáze, odplyňovacího 

zařízení (degaser), vysokotlakého čerpadla, dávkovače vzorku – autosampleru, 

chromatografické kolony, detektoru a zařízení na vyhodnocení získaných dat. Schéma 

kapalinového chromatografu je zobrazeno na Obr. 1.  



  26 

 

 

Obr. 1 – Schéma sestavy pro LC [13] 

Mobilní fáze je ze zásobníku vedena do vysokotlakého čerpadla a prochází přes 

degaser. Poté pokračuje přes dávkovač vzorku na kolonu napojenou na detektor a 

nakonec do odpadní láhve. Při využití gradientové eluce je před vysokotlaké čerpadlo 

ještě umístěn směšovač mobilních fází.  

5.1.4.Trendy v instrumentaci pro kapalinovou chromatografii 

Vývoj chromatografických metod vede především ke zrychlení chromatografické 

separace při zachování citlivosti a účinnosti metod. Kolony s menšími částicemi vykazují 

lepší účinnost separace, která je spojena s vyšším operačním tlakem, na který není HPLC 

systém stavěn. V roce 2004 představila firma Waters (Milford, USA) první UHPLC systém 

(ultra high performance liquid chromatography) [14]. Oproti HPLC sestavě je mnohem 

odolnější vůči vysokým tlakům a to až do tlaku 100 MPa (14 500 psi). S tím souvisí 

i vývoj nových kolon s částicemi o velikosti 2,7 µm a sub-2 µm.  

Dalším trendem je využití dvoudimenzionální LC (2D-LC), kde jsou obě dimenze 

založeny na rozdílném separačním mechanizmu. Tento způsob separace je vhodný pro 

komplexní směsi, kde jednodimenzionální LC nestačí. Jsou to především směsi v analýze 

potravin, environmentální analýze, molekulární biologii, identifikaci mikroorganizmů a 

metabolomice.  

Z důvodu obrovské spotřeby organických rozpouštědel, snahy snížit cenu analýzy a 

zvýšit její rychlost se vyvíjí miniaturizovaná instrumentace pro analytickou chemii. To 

vede k rozvoji mikro- a nanokapalinové chromatografie. Mikrokolony mají průměr 
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v rozsahu 0,5-1 mm, kapilární kolony 100-500 µm a nanokolony pak 10-100 µm. Průtoky 

mobilní fáze jsou v rozsahu µl a nl/min. Množství vzorku nastřikovaného na nanokolonu 

je několik nl, u mikrokolon přibližně µl. K detekci lze použít konvenční detektory užívané 

v HPLC. 

Nároky na rychlost a integraci úpravy vzorku před analýzou a separace do jednoho 

zařízení vedla ke vzniku „µ-total analysis system“ jinak také laboratoře na čipu (Obr. 2). 

Čipy jsou vyráběny ze skla, silikonu či polymerů a k separaci využívají stejné náplně 

kolon jako klasická LC (monolity, částicové kolony). Výhodou je nízký mrtvý objem, 

spotřeba jen velice malého množství vzorku a možnost automatizace [15].  

 

 

Obr. 2 – Laboratoř na čipu komerčně dostupná od firmy Agilent [16] 

5.1.5.Stacionární fáze pro HPLC a UHPLC 

Stacionární fáze je nepohyblivou složkou chromatografického systému. Může jí být 

tuhá látka nebo kapalinový film zakotvený nebo chemicky navázaný na nosič. 

K vlastnímu dělení látek dochází na náplni chromatografické kolony, a proto úspěšnost 

celého separačního procesu závisí na schopnosti kolony rozdělit dané analyty.  

Stacionární fáze lze členit z několika hledisek [17]: 

 Podle polarity: 

o Polární 

o Nepolární 

o Amfoterní 

 Podle chromatografického módu: 

o Normální (NP) 
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o Reverzní (RP) 

o Ionexy 

o HILIC 

o HIC 

 Podle chemického složení: 

o Anorganické oxidy (silikagel, oxid zirkoničitý, hlinitý, titaničitý) 

o Chemicky vázané fáze na bázi silikagelu 

o Polymerní 

o Hybridní 

o Na bázi grafitového uhlíku 

Stacionární fáze v koloně pak mohou mít buď částicový, nebo monolitický charakter. 

5.1.5.1. Částicové kolony 

První kolony pro HPLC byly skleněné nebo kovové trubice naplněné částicemi o 

velikosti okolo 100 µm. Poté se zjistilo, že při použití menších částic se zvyšuje účinnost 

analytické kolony. První kolony s částicemi o velikosti přibližně 25 µm byly komerčně 

dostupné na konci 60. let 20. století a vzápětí byly částice ještě zmenšeny [18]. Poté 

následoval objev sférických částic v 90. letech. Kolony se sférickými částicemi o velikosti 

5 µm se v následujícím vývoji dále zmenšovaly na 3 µm a následně 2 µm a nakonec i na 

částice menší než 2 µm [19]. Obr. 3  zobrazuje zvyšující se účinnost chromatografických 

kolon s různě velkými částicemi – závislost výškového ekvivalentu teoretického patra H 

na lineární průtokové rychlosti mobilní fáze. 

 

 

Obr. 3 – Průběh van Deemtrových křivek u kolon s částicemi 10 µm, 5 µm, 3 µm a 1,9 µm [20] 
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Trendem v HPLC a UHPLC separaci je využití povrchově porézních částic (Obr. 4). 

Tato technologie byla popsána Kirklandem v roce 1992, který tyto částice nazval 

Poroshell (Agilent) [21]. Částice je tvořena pevným jádrem pokrytým porézní 

silikagelovou vrstvou, která tvoří 60-75 % objemu částice. Přítomnost tenké porézní 

vrstvy má za následek urychlení kinetiky přenosu hmoty analytu z mobilní fáze do 

porézního povrchu částice a následně ven a tím je zvýšena separační účinnost. Navíc 

charakter částic přispívá k jejich pravidelnější distribuci v koloně oproti plně porézním 

částicím  [22, 23].  V následujících letech se tyto typy kolon začali rozvíjet a byly 

dostupné na trhu pod různými ochrannými názvy – např. fused-core částice (Ascentis 

Express, Sigma-Aldrich) či core-shell částice (Kinetex, Phenomenex).  

 

 

Obr. 4 – Povrchově porézní částice kolon Kinetex, Phenomenex [24] 

Výhodou povrchově porézních částic je nejen vyšší separační účinnost, ale i rychlejší 

analýza bez zvýšení zpětného tlaku chromatografického systému. Díky tomu jsou 

povrchově porézní částice vhodné jak pro HPLC, tak pro UHPLC systémy [25].  

5.1.5.2. Monolitické kolony 

Přestože lze zmínku o monolitech najít již kolem roku 1950, éra použitelných a 

funkčních monolitů začala kolem roku 1990. Průkopníky byli Nakanishi, Švec, Hjerten a 

Tanaka. Monolitické kolony jsou naplněny jedním kusem porézního materiálu. Jejich 

hlavní výhodou oproti částicovým kolonám je lepší propustnost tohoto materiálu 

umožňujícího vysoký průtok mobilní fáze bez vysokého zpětného tlaku a sníženého 

přenosu hmoty (Obr. 5) [26].  
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Obr. 5 – Částicová (A) a monolitická (B) náplň v koloně [27] 

Monolitická náplň v koloně má výborné hydrodynamické vlastnosti. Makropóry o 

velikosti 2 µm umožňují rychlý průtok mobilní fáze skrz monolitickou kolonu, což má za 

následek značné zvýšení přenosu hmoty mezi stacionární a mobilní fází. Mezopóry o 

velikosti 13 nm pak poskytují obrovský povrch a tím i vysokou separační kapacitu. 

Celková porozita monolitického materiálu je 85 %, což je o 15-20 % víc než u kolon 

naplněných 5 µm částicemi [28]. Struktura monolitické náplně komerčně dostupné 

kolony Chromolith Perforamnce (Merck, Darmstadt, Německo) je zobrazena na Obr. 6. 

 

 

Obr. 6 – Struktura monolitické náplně kolony Chromolith (Merck) [29] 

Makroporézní monolitické kolony jsou vyráběny přímým naplněním kolony 

polymerační směsí, poté se uzavřou a teplem se zpolymerují. Monolitické kolony 

z anorganických materiálů se tak ale připravit nedají, protože ztuhnutí během 

hydrolyticky iniciované polykondenzace tetraalkoxysilanů v přítomnosti 

polyethylenoxidu je doprovázeno poklesem objemu. Proto se tyčinky vyrábějí odděleně a 

poté se uzavřou do smrštivé trubice z PEEK materiálu (poly(ether-ether)keton), která 

pak tvoří tělo kolony. Interaktivní skupiny (nejčastěji C18) se pak již navazují na 

silikagelový nosič reakcemi přímo v koloně.  
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Každá monolitická kolona, ať už připravena in situ nebo připravena odděleně a poté 

uzavřena do trubice, je vlastně prototypem. Přesto ale široká nezávislá studie prokázala, 

že reprodukovatelnost komerčních kolon Chromolith (Merck) vykazuje relativní 

směrodatnou odchylku v relativní retenci látek 4 % [30]. 

V roce 2011 byla na trh firmou Merck uvedena monolitická kolona nové generace 

Chromolith HighResolution (HR). Oproti monolitickým kolonám první generace se liší 

velikostí pórů, lepším tvarem píků a vyšší separační účinností. Navíc lze použít i ve 

spojení s UHPLC systémem. Porovnání první a druhé generace je uvedeno v Tabulka 1. 

 

Specifikace 

sorbentu 

Monolit první generace 

(Chromolith® Perforamnce) 

Monolit druhé generace 

(Chromolith® HR) 

Velikost makropórů 2 µm 1,15 µm 

Velikost mezopórů 13 nm 15 nm 

Objem pórů 1 ml/g 1 ml/g 

Plocha povrchu 300 m2/g 250 m2/g 

Obsah uhlíku 18 % 18 % 

Tabulka 1 – Porovnání parametrů monolitických kolon první a druhé generace (přejato z [31]) 

 

Monolitické kolony se s výhodou používají pro bioanalýzu v klinických laboratořích. 

Umožňují vysoké průtoky pro rychlou separaci a dokážou rozdělit i velké molekuly jako 

například bílkoviny a nukleové kyseliny za krátký čas [32].  

Monolitická struktura silikagelu a absence kolonových frit má za výsledek i vyšší 

životnost monolitické kolony ve srovnání s plně porézními či povrchově porézními 

částicemi. Počet nástřiků na částicovou kolonu bez ztráty separační účinnosti je nižší 

[33]. 
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5.2. VALIDACE ANALYTICKÝCH METOD V KLINICKÝCH 

LABORATOŘÍCH 

 

Validace je mezinárodním metrologickým slovníkem definována jako ověřování, že 

specifikované požadavky jsou přiměřené pro zamýšlené použití. Validace analytického 

postupu je proces, který zajišťuje, že daný postup nebo analytická metoda jsou vhodné 

pro stanovený účel. Validací se též rozumí poskytnutí důkazu ve formě záznamů, že 

určitý proces bude trvale poskytovat produkt odpovídající předem určené specifikaci. 

Validace postupu poskytuje takové prověření analytické metody, které zaručuje, že 

validovaná metoda dává opakovaně pravdivé výsledky s vysokou mírou jistoty.  

Provádění validace metody je nezbytné v následujících případech: 

 zavádění nové metody v laboratoři 

 pořízení a zavedení nového analytického měřícího systému do provozu 

 rozšíření stávající metody o další účel (např. rozšíření analýzy o další druh 

biologického materiálu) 

 převzetí metody z jiné laboratoře nebo odborné publikace 

 přetrvávající problém v analytickém systému. 

Revalidaci metody je nutné provést v případě, došlo-li ke změně analytického 

postupu v rozmezí jiných, než je povoleno příslušnými lékopisy či standardním 

operačním postupem (SOP).  

Validaci můžeme provádět dle aktuálních českých či zahraničních platných norem, 

předpisů a doporučení. Zahraniční jsou např.: International Conference on 

Harmonization (ICH) – Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology 

(Q2R1) [34], European Pharmacopoeia 8 (Evropský lékopis), United States 

Pharmacopeia 37/National Formulary 32 (USP/NF) (Lékopis Spojených Států) [35] a 

guidelines vydávané FDA (Food and Drug Administration) [36] či European Medicines 

Agency (EMA) [37]. Z českých autorit se validací analytických metod zabývá Český 

lékopis 2009 [38] a Státní úřad pro kontrolu léčiv (SÚKL) ve Věstníku 1/1994 [39] a 

pokynu VYR 32 – doplněk 15.  

V této kapitole je čerpáno i z následujících zdrojů literatury:  

 Taverniers, I., De Loose, M., Van Bockstaele, E.: Trends in quality in analytical 

laboratory. II. Analytical method validation and quality assurance, Trend in 

Analytical Chemistry, 2004, 23, (8), p. 535-552 [40] 
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 Green, M. J.: A Practical Guide to Analytical Method Validation, Analytical 

Chemistry, 1996, 68, (9), p. 305-309 [41] 

 Nováková, L., Douša, M.: Moderní HPLC separace v teorii a praxi II. [42] 

5.2.1.Rozsah validace metody  

5.2.1.1. Plná validace 

Validace metod zahrnuje veškerá kritéria zajišťující kvalitu získaných dat, jako je 

přesnost, preciznost, selektivita, limit detekce, limit kvantifikace, linearita a rozsah, 

robustnost a dle normy European Medicines Agency také přenos, matricové efekty, 

integrita zřeďování a stabilita. 

Plnou validaci analytické metody je nutno provést při vývoji nové metody, pro 

analýzu nového léčiva či při doplnění metabolitů do stávající metody pro kvantifikaci. 

5.2.1.2. Částečná validace 

Částečná validace může být provedena v případě, pokud byly na validované 

analytické metodě provedeny drobné změny, které nevyžadují plnou validaci. Rozsah 

částečné validace se může pohybovat v rozmezí jednoho či více validačních parametrů.  

Mezi situace, kdy lze provést částečnou validaci patří: 

 přenos metody na jiné pracoviště 

 změna analytického vybavení 

 omezení objemu vzorku 

 změna rozsahu koncentrací 

 změna v postupech zpracování vzorku 

 změna skladovacích podmínek. 

5.2.1.3. Křížová validace metody 

V případě použití více analytických metod, nebo více měřících laboratoří, je potřeba 

pro analýzu provést křížovou validaci. Pro provedení křížové validace je třeba analyzovat 

stejnou sadu kontrolních vzorků pomocí obou validovaných metod (v obou laboratořích). 

Pro kontrolní vzorky by měla být průměrná přesnost ± 15 % [37]. 
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5.2.2.Test způsobilosti chromatografického systému 

Při vývoji nové analytické metody se musí použité přístroje a vybavení kvalifikovat a 

musí být schopné dosáhnout výsledků požadovaných pro danou analýzu. K tomu slouží 

test způsobilosti systému (SST – System Suitability Test), který vede k zajištění 

přiměřené účinnosti chromatografické sestavy. Co se autorit týče, některé mají SST jako 

součást validace (ICH), jiné považují SST jako zvláštní test mimo vlastní validaci (USP). 

EMA naopak SST vůbec nezmiňuje. SST je prováděn vždy na začátku každé série měření, 

při změně systému nebo při podezření na nesprávně fungující systém. Test způsobilosti 

se provádí se standardními roztoky látek o koncentracích, které jsou blízké koncentracím 

v analyzovaném vzorku.  

Mezi faktory, které ovlivňují chování chromatografického systému, patří: 

 složení, iontová síla, teplota a pH mobilní fáze 

 průtok, rozměry chromatografické kolony, teplota a tlak na koloně 

 charakteristika stacionární fáze, velikost částic nebo mezopórů, porozita a 

specifický povrch 

 reverzní fáze a další povrchové modifikace stacionárních fází, míra chemické 

modifikace 

5.2.2.1. Zdánlivá účinnost chromatografického systému 

Účinnost kolony se může vypočítat jako počet teoretických pater (N), 

 

                    

 Rovnice 1 – Účinnost kolony ČL Rovnice 2 – Účinnost kolony USP 

kde Tr je retenční čas analytu (min), Wh je šířka píku v polovině jeho výšky (min), W je 

šířka píku v základně (min). 

 Čím větší je počet teoretických pater, tím je kolona účinnější a zóna separované látky je 

při průchodu kolonou méně rozmývána. Počet teoretických pater by měl být podle USP 

>2000 a podle ČL >1500.  

 Pro porovnání kolon o různých délkách se používá tzv. výškový ekvivalent teoretického 

patra (HETP).  

 



  35 

 

  

Rovnice 3 – Výškový ekvivalent teoretického patra 

kde L je délka kolony (µm) a N je počet teoretických pater. 

5.2.2.2. Rozlišení 

Rozlišení mezi píky dvou složek se může vypočítat: 

 

            

 Rovnice 4 – Rozlišení dle ČL Rovnice 5 – Rozlišení dle USP 

kde Trj > Tri, Tri,j je retenční čas píků, W je šířka píku v základně a Wh je šířka píku 

v polovině jeho výšky. Limit pro rozlišení je Rs ≥ 1,5 (ČL, USP). 

5.2.2.3. Faktor symetrie píku 

Faktor symetrie (též tailing factor) chromatografického píku se vypočítá podle 

vzorce: 

 

Rovnice 6 – Faktor symetrie podle ČL, USP 

kde W0,05 je šířka píku v dvacetině jeho výšky a d je vzdálenost mezi kolmicí 

spuštěnou z vrcholu píku a vzestupnou částí píku v jedné dvacetině jeho výšky. Pokud se 

hodnota As rovná 1,0, značí to symetrii píku. Je-li As >1,0, jedná se o chvostování a je-li As 

<1,0, jedná se o čelní asymetrii píku. Limit faktoru symetrie je podle USP i ČL 0,8 – 1,5.  

5.2.2.4. Opakovatelnost nástřiku 

Opakovatelnost nástřiku standardního roztoku se vyjadřuje jako relativní 

směrodatná odchylka v procentech pro pět (USP) či šest (ČL) nástřiků. Výpočet 

směrodatné odchylky se vypočítává za pomoci statistického programu. 

Limit pro opakovatelnost je u ČL do 1 % a u USP do 2 %. 
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5.2.2.5. Retenční faktor 

Retenční faktor (též hmotnostní distribuční poměr či kapacitní faktor) je definován 

jako:  

 

Rovnice 7 – Retenční faktor ČL, USP 

kde KC je distribuční konstanta, Vs je objem stacionární fáze a VM je objem mobilní 

fáze.  

Retenční faktor složky můžeme určit z chromatogramu dle vzorce: 

 

 

Rovnice 8 – Retenční faktor vypočtený z chromatogramu 

kde Tr je retenční čas a Tm je mrtvý čas, což je čas potřebný pro eluci nezadržované 

látky. 

5.2.2.6. Relativní retence 

Relativní retence se vypočítá jako odhad podle vzorce: 

 

 

Rovnice 9 – Relativní retence ČL, USP 

kde Tri je retenční čas sledované látky, Tm je mrtvý čas a TrST je retenční čas 

referenční látky. 

5.2.3.Validační parametry 

5.2.3.1. Přesnost (Accuracy) 

Přesnost analytického postupu je vyjádřena těsností shody mezi hodnotou získanou 

validovanou metodou a správnou hodnotou. Pravdivá hodnota se zjistí buď nezávislou 

metodou, jejíž přesnost je ověřena, analýzou placeba s přidaným standardem nebo 

analýzou samotné matrice s přesně známým přídavkem standardní látky. Přesnost se 

poté vyjádří jako rozdíl hodnot nebo jako výtěžnost (recovery): 
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SÚKL požaduje jen jednu hladinu, tedy stanovení minimálně šesti různých 

modelových vzorků s přibližně 100% obsahem stanovované látky. ICH doporučuje 

provedení nejméně devíti stanovení minimálně tří koncentračních úrovní, pokrývajících 

rozsah metody (tzn. tři koncentrační úrovně a tři opakované analýzy každé koncentrace). 

Dříve byla tato veličina označována jako správnost. Tento termín je ale v normě TNI: 

Mezinárodní metrologický slovník, nahrazen termínem přesnost. Přesnost může být 

označena také jako pravdivost. 

5.2.3.2. Preciznost (Precision) 

Preciznost analytické metody je míra shody mezi jednotlivými výsledky testů 

prováděných s jedním homogenním vzorkem. Jedná se o kompletní přípravu 

homogenizovaného vzorku, nejde pouze o opakované nástřiky jednoho vzorku. 

Preciznost je vyjádřena jako relativní směrodatná odchylka série měření. Preciznost 

může být měřena na 3 úrovních: 

 Opakovatelnost – opakovatelnost vyjadřuje preciznost za stejných 

provozních podmínek v krátkém časovém intervalu (stejný den, přístroj a 

pracovník). ICH norma doporučuje stanovení opakovatelnosti devíti 

měřeními pokrývajících stanovený rozsah metody (tj. tři koncentrace po 

třech opakováních) nebo stanovení na 100% koncentraci testované látky. 

 Reprodukovatelnost – reprodukovatelnost odkazuje na opakované měření 

jednoho vzorku v různých laboratořích (jiný přístroj, pracovník). 

 Intermediární preciznost – ověření preciznosti metody v rámci jedné 

laboratoře (stejný vzorek, jiný den, jiný pracovník, jiný přístroj). 

5.2.3.3. Selektivita (Selectivity) a specifita (Specificity) 

Selektivita metody je její schopnost změřit přesně a specificky stanovovanou látku 

v přítomnosti ostatních složek jako jsou nečistoty, rozkladné produkty, matricové složky, 

zbytková rozpouštědla či neznámé látky. Je nutné doložit, že metoda je dostatečně 

selektivní pro dané použití a že stanovení obsahu účinné látky není rušeno jinými 

látkami.  

Selektivita je vyjádřena jako rozdíl mezi výsledky analýzy vzorku bez nečistot a 

vzorku s přidanými rozkladnými produkty, složkami placeba nebo jinými nečistotami. 

V případě neznámých či nedostupných nečistot či rozkladných produktů je možné 
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selektivitu stanovit jako výtěžnost standardního přídavku čisté látky k materiálu, který 

obsahuje stálé množství jiných látek. 

Specifita i selektivita nám dávají představu o spolehlivosti metody. Specifita se 

obecně vztahuje na metodu, kde je detekován pouze jeden analyt, zatímco selektivita se 

používá u metod stanovujících různé analyty, které jsou od sebe rozlišeny.  

Oba termíny si jsou velice blízké a vyjadřují stejnou charakteristiku. Metoda může 

být specifická, pouze pokud je 100% selektivní [40].  

Co se autorit týče, SÚKL nepožaduje číselné doložení selektivity, ale je nutné doložit 

chromatogramy placeba, známých vedlejších a rozkladných produktů nebo 

chromatogramy vzorků po rozkladu teplem, světlem či enzymatickou reakcí. ICH norma 

uvádí, že při chromatografickém postupu vyžaduje uvedení reprezentativních 

chromatogramů, které dokazují stupeň selektivity a že píky mohou být odpovídajícím 

způsobem označeny. Test čistoty píku může být důkazem, že pík neodpovídá více než 

jedné složce ve vzorku. 

5.2.3.4. Limit detekce (Limit of detection – LOD) 

Limit detekce je nejnižší množství látky ve vzorku, které může být detekováno, ale ne 

nutně kvantifikováno. Limit detekce ukazuje citlivost metody a je vyjádřen jako 

koncentrace analytu. 

LOD může být stanoven několika způsoby: 

 U neinstrumentálních metod  

o  Experimentální zjištění – z analýzy vzorků o známé koncentraci se určí 

minimální koncentrace, kdy je ještě možné látku detekovat. 

 U instrumentálních metod  

o Experimentální zjištění jako u neinstrumentálních metod. 

o Zjištění na základě poměru signálu k šumu (S/N) – tento přístup může 

být aplikován pouze u analýz, které vykazují šum na základní linii. 

Zjištění se provede porovnáním naměřených signálů ze vzorků o 

známé nízké koncentraci analytu se slepými vzorky a stanoví se 

minimální koncentrace, kdy je analyt spolehlivě detekován. Limit 

detekce je pak trojnásobkem poměru S/N. 

o Zjištění založené na stanovení směrodatné odchylky odezvy slepého 

vzorku a směrnice kalibrační přímky:  
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 Rovnice 10 – Výpočet limitu detekce podle sklonu kalibrační křivky 

kde σ je směrodatná odchylka odezvy a S je sklon kalibrační křivky. 

Sklon může být odhadnut podle kalibrační přímky analytu a σ může 

být například vypočtena z několika měření rozsahu analytického 

pozadí odezvy slepého vzorku a výpočtem standardní odchylky těchto 

měření. 

  Ať byla použita jakákoliv metoda stanovení, limit detekce by měl být ověřen analýzou 

dostatečného množství vzorků o koncentraci blízké tomuto limitu. 

5.2.3.5. Limit kvantifikace (Limit of quantification – LOQ) 

Limit kvantifikace je nejnižší množství analytu ve vzorku, který může být stanoven 

s přijatelnou přesností a správností za daných experimentálních podmínek.  

Stanovení LOQ:  

 Vizuální stanovení – může být použito jak u instrumentálních tak i 

neinstrumentálních metod. LOQ je určeno analýzou vzorku o známé 

koncentraci analytu a stanovením minimální koncentrace, kdy je analyt 

kvantifikován s danou přesností a precizností. 

 Přístup založen na porovnání poměru S/N – měření se provede stejně jako u 

zjištění LOD. Limit kvantifikace je pak desetinásobkem poměru S/N 

 Výpočet využívající směrodatnou odchylku odezvy slepého vzorku a směrnice 

kalibrační přímky:  

 

 Rovnice 11 – Výpočet limitu kvantifikace podle sklonu kalibrační křivky  

kde σ je směrodatná odchylka odezvy a S je sklon kalibrační křivky.  

Po stanovení limitu kvantifikace je třeba získané hodnoty ověřit analýzou 

dostatečného množství vzorků o koncentraci blízké tomuto limitu. Hodnota LOQ pak 

musí být součástí lineárního rozsahu metody a je tedy většinou prvním bodem kalibrační 

přímky. 

V mezinárodních normách se můžeme setkat s výrazem dolní mez stanovitelnosti 

(LLOQ – lower limit of quantification). LLOQ je nejnižší koncentrace analytu, která může 

být stanovena s přijatelnou přesností. Jako nejnižší bod kalibrační přímky může být přijat 
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LLOQ pouze v případě, že je odezva analytu alespoň pětinásobná ve srovnání s odpovědí 

slepého vzorku. 

5.2.3.6. Linearita a rozsah (Linearity and Range) 

Linearita analytické metody je schopnost metody dávat výsledky přímo úměrné 

koncentraci stanovované látky ve vzorku. Rozsah je pak dán intervalem mezi nejnižším a 

nejvyšším bodem kalibrační přímky, v němž je látka stanovena s takovou přesností, 

precizností a linearitou, jakou dokládají výsledky validace. Nejvyšší koncentrace 

v kalibrační přímce se může označovat jako horní limit detekce (ULOQ – upper limit of 

quantification), tj. nejvyšší koncentrace, kterou lze stanovit s dostatečnou přesností. 

Linearita se podle požadavků SÚKLu stanovuje nejméně na pěti koncentračních 

úrovních za použití standardních roztoků v rozsahu 50 % – 150 % očekávané 

koncentrace analytů ve vzorku. Výsledná závislost nemusí být lineární, může být proto 

vyjádřena matematickou funkcí, ale pak je nutné při každém měření vyhodnocovat 

výsledky celé kalibrační křivky. Linearita se dokládá buď graficky jako závislost výsledků 

na koncentraci stanovovaného analytu, nebo matematicky pomocí výsledků lineární 

regresní analýzy.  

Z údajů by pak měly být ke kalibrační křivce doloženy korelační koeficient, y-úsek, 

směrnice regresní linie a analýza odchylek. Korelační koeficient je hodnocením linearity. 

Nabývá hodnoty ±1, přičemž validovaná metoda by měla mít koeficient vyšší než 0,9990.  

5.2.3.7. Robustnost (Robustness) a ragidita (Ruggedness) 

Robustnost je míra schopnosti analytické metody dávat přesné a precizní výsledky 

při záměrném zatížení provedení postupu mírnými odchylkami.  

V kapalinové chromatografii patří k těmto změnám: 

 vliv změny pH vodné složky mobilní fáze 

 vliv změny ve složení mobilní fáze 

 změna kolony (změna šarže či výrobce) 

 teplota na koloně 

 průtok mobilní fáze 

 stabilita analyzovaných vzorků. 

V souvislosti s robustností se můžeme setkat i s pojmem ragidita. Přestože jsou tyto 

termíny často brány jako synonyma a jsou tak zaměňovány, pro každý výraz je rozdílná 

definice. Ragidita metody vypovídá o mezilaboratorním chování analytického procesu, 

který je zatížen malými změnami okolního prostředí a provozních podmínek. Normy USP 
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a ICH tento termín nedefinují, ale je součástí opakovatelnosti, jako stupeň 

reprodukovatelnosti výsledku získaného za různých podmínek (různý den, jiný analytik, 

přístroj, reagencie, odchylky v přípravě vzorku).  

V obou případech je pak variabilita vyjádřena jako relativní směrodatná odchylka 

v procentech [40].  

5.2.3.8. Přenos (Carry-over) 

Problém přenosu by měl být řešen a minimalizován již během vývoje metody. Během 

validace by přenos měl být posouzen tak, že po nastříknutí vzorku s vysokou koncentrací 

nebo kalibračního standardu v horní mezi stanovitelnosti se nastříkneme slepý vzorek. 

Odezva přenosu analytu do slepého vzorku po nástřiku standardu o vysoké koncentraci 

nesmí být větší než 20 % odezvy dolní meze stanovitelnosti pro analyt a 5 % pro vnitřní 

standard. Při validaci bioanalytické metody je tedy nutné tento přenos otestovat tak, aby 

v reálné analýze nebyla ovlivněna přesnost a preciznost. Jako opaření přenosu je pak 

nástřik slepého vzorku po analýze vzorku s očekávanou vysokou koncentrací [37]. 

5.2.3.9. Integrita zřeďování 

Ředění vzorků nesmí ovlivnit ani přesnost a ani preciznost. Pokud to lze, měla by se 

integrita zřeďování ověřit obohacením (spikováním) matrice vzorkem o koncentraci 

přesahující horní mez detekce a naředěním tohoto vzorku příslušnou slepou matricí. Pro 

každý faktor zředění by mělo být nejméně 5 stanovení. Přesnost a preciznost by měla být 

v rozsahu ±15 %. Ověření integrity zředění může být provedeno v případě potřeby i jako 

částečná validace [37]. 

5.2.3.10. Matricové efekty (Matrix effect) 

Vliv matrice by měl být ověřen v případě využití hmotnostně spektrometrické 

detekce. Pro zhodnocení matricových efektů je potřeba otestovat minimálně 6 různých 

slepých vzorků matrice. Smíšené matrice by neměly být použity. 

Pro každý analyt a vnitřní standard je potřeba vypočítat zvlášť matricový faktor pro 

každý jednotlivý vzorek matrice. Matricový faktor se vypočte jako poměr plochy pod 

píkem analytu za přítomnosti matrice (spikovaný vzorek slepé matrice)/plocha pod 

píkem roztoku analytu v rozpouštědle (mobilní fáze) za nepřítomnosti matrice. 

Normalizovaný matricový faktor se vypočte jako poměr matricového faktoru 

analytu/matricový faktor vnitřního standardu. Variační koeficient normalizovaného 

faktoru, vypočtený z 6 vzorků matrice, by neměl přesáhnout 15 %. Stanovení 
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matricového faktoru by mělo probíhat za využití kontrolních vzorků o nízké a vysoké 

koncentraci (maximálně 3x LLOQ a v blízkosti ULOQ). V případě obtížně dostupné 

matrice (např. likvor, cerebrospinální tekutina, plodová voda, atd.) může být použito 

méně než 6 různých vzorků matrice, ale vliv matrice musí být zjištěn v každém případě. 

V případě použití méně než 6 různých vzorků matrice, musí být uveden důvod ve 

validační zprávě [37]. 

5.2.3.11. Stabilita 

Zhodnocení stability je nezbytné pro ujištění, že během každého kroku přípravy 

vzorku, jeho analýzy a skladování není ovlivněna koncentrace cílového analytu. 

Stabilita se ověřuje za pomoci kontrolních vzorků, kterými jsou slepé vzorky 

naspikované cílovým analytem na úrovni koncentrace odpovídající dolní a horní mezi 

stanovitelnosti. Jeden z takto připravených vzorků musí být ihned analyzován. Následně 

jsou další vzorky podrobeny zpracování či skladovacím podmínkám. Veškeré kroky 

úpravy vzorku a skladovací podmínky musí odpovídat krokům užitým pro zpracování a 

uchovávání reálných vzorků. Kontrolní vzorky jsou analyzovány a porovnávány oproti 

kalibrační křivce získané z čerstvě připravených kalibračních standardů. Zjištěné 

koncentrace jsou srovnány s nominálními koncentracemi. Střední hodnota koncentrace 

na každé koncentrační úrovní musí být v rozsahu ±15 % nominální hodnoty koncentrace. 

Testy stability by měly být provedeny: 

 Stabilita zásobních a pracovních roztoků v odpovídajícím zředění, stabilita 

vnitřních standardů. 

 Stabilita analytu během opětovného zmrazení a rozmrazení vzorku v matrici 

(Freeze and thaw stability) – vzorky jsou z teploty skladování ohřáty na 

laboratorní teplotu nebo teplotu pro úpravu vzorku. Po kompletním roztátí 

jsou vzorky znovu zmraženy na teplotu uskladnění. Během každého cyklu by 

měly být vzorky zamraženy alespoň pro dobu 12 hodin, než jsou zase 

rozmraženy. Tento proces se opakuje třikrát a následně jsou vzorky 

zanalyzovány. 

 Krátkodobá stabilita analytu v matrici za laboratorní teploty či teploty 

zpracování vzorku. 

 Dlouhodobá stabilita analytu v matrici během skladování. 

 Stabilita zpracovaného vzorku při laboratorní teplotě. 

 Stabilita zpracovaného vzorku při teplotě v autosampleru. 
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Všechny vzorky pro stanovení stability by měly být připraveny z čerstvě vyrobeného 

zásobního roztoku analytu ve vhodné biologické matrici, která neobsahuje interferující 

látky [37]. 
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5.3. ÚPRAVA VZORKU PŘED ANALÝZOU 

Z důvodu složité matrice, obsahu bílkovin, tuků a dalších interferujících látek musí 

být vzorek před analýzou upraven. Tato úprava bývá časově nejnáročnějším a 

nejkritičtějším bodem během manipulace s biologickým materiálem a zabere až 80 % 

času z celkové doby analýzy [43]. Na volbě správného a správně provedeného postupu 

závisí prakticky úspěch celé analýzy, neboť metoda extrakce může ovlivnit výsledky jak 

kvalitativně, tak kvantitativně. Úpravou se vzorek může též zakoncentrovat či může 

sloužit ke stabilizaci cílového analytu. Dále musí být zvolená metoda opakovatelná a musí 

mít co největší výtěžnost.  

Mezi konvenční typy úpravy vzorku před analýzou patří extrakce z kapaliny do 

kapaliny (liquid-liquid extraction – LLE), extrakce na tuhou fázi (solid phase extraction – 

SPE) a srážení proteinů (protein precipitation – PP). Trendem posledních let je však 

miniaturizace těchto metod. Důvody jsou jak časové, tak ekonomické a ekologické, kdy se 

klade důraz na menší spotřebu rozpouštědel a snížení zátěže životního prostředí. Termín 

mikroextrakce je používán pro metody, které využívají velmi malé objemy extrakčního 

činidla vzhledem k objemu vzorku [44].  

Mikroextrakční metody mohou být rozděleny do dvou hlavních skupin – metody 

založené na principu LLE – liquid phase microextraction (LPME) a metody založené na 

principu SPE – solid phase microextraction (SPME).  

5.3.1.Mikroextrakce tuhou fází 

Oproti klasické SPE se mikroextrakce vyznačuje značnou redukcí spotřeby 

rozpouštědel a dalších reagencií, snížením doby trvání extrakce a také potřebou menšího 

objemu analyzovaného vzorku. Navíc použití nových extrakčních metod umožňuje přímý 

nástřik extraktu do chromatografického systému, což může vést k integraci všech kroků 

přípravy vzorků.   

Do metod patřících do této skupiny jsou mikroextrakce na tuhou fázi (solid phase 

microextraction – SPME), mikroextrakce tuhým sorbentem v mikrostříkačce 

(microextraction by packed sorbents – MEPS), sorpční extrakce na míchadle (stir bar 

sorptive extraction – SBSE) či extrakce pomocí plněných špiček pipet (disposable-pipette 

extraction – DPX). 
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5.3.1.1. Mikroextrakce na tuhou fázi (Solid phase microextraction – SPME) 

Mikroextrakce na tuhou fázi byla představena jako zelená technika Pawliszynem a 

jeho kolegy v roce 1990 [45]. Je popsána jako velice jednoduchá a účinná úprava vzorku 

bez potřeby rozpouštědel. SPME pomocí vlákna (Fibre SPME) využívá křemíkové 

vlákno potažené stacionární fází, do které se přímo extrahují analyty ze vzorku (Obr. 7). 

SPME se vyznačuje jednoduchostí provedení, univerzálností, relativně nízkými náklady 

na vybavení, krátkým časem extrakce, úplným odstraněním organických rozpouštědel 

z analytického protokolu, možnost sběru vzorků in situ a in vivo, možnost automatizace a 

možnost umístění vlákna přímo do měřícího systému (především do plynového 

chromatografu).  

 

Obr. 7 – Komerčně dostupné SPME zařízení [46] 

 

Pro úpravu vzorků mohou být zvoleny dva způsoby provedení – pro stanovení velice 

těkavých analytů se užívá head-space SPME (HS-SPME), kdy je vlákno vysunuté nad 

hladinou vzorku a těkavé látky se nachytají na sorbent. Při extrakci analytů z roztoku se 

vlákno může ponořit přímo do vzorku (direct immersion SPME – DI-SPME) [47].  

Jako extrakční vrstva se nejčastěji používá polydimethylsiloxan (PDMS), což je 

viskózní pružná kapalina, nebo pevný krystalický polyakrylát, který se změní v kapalinu 

při desorpční teplotě. Oba materiály extrahují analyty absorpcí. Porézní materiály jako 

jsou PDMS-DVB (divinylbenzen), Carbowax-DVB a Carboxen extrahují analyty na 

principu adsorpce [48]. 
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Pro možnost přímého napojení na chromatografický či elektroforetický systém byla 

vyvinuta in-tube SPME (SPME v kapiláře či jehle). Tato příprava vzorku využívá 

otevřené kapiláry oproti vláknu v klasické SPME. Analyty se extrahují z roztoku do tuhé 

fáze nanesené uvnitř kapiláry, skrz kterou vzorek opakovaně prochází. Po napojení 

kapiláry na separační systém (LC, GC, CE) jsou analyty desorbovány a eluovány 

zavedením mobilní fáze na kapiláru (dynamická desorpce). U látek, které jsou silně 

adsorbovány na povrch kapiláry, se kapilára máčí v mobilní fázi po delší čas před 

nástřikem na kolonu (statická desorpce). Aby se zabránilo ucpání kapiláry, je třeba 

vzorek před extrakcí přefiltrovat [43]. 

Pro monitorování intravenózní koncentrace léčiv a metabolitů bez potřeby odběru 

vzorku byla vyvinuta metoda in vivo SPME, kdy je sonda zavedena přímo do periferní 

žíly člověka či zvířete. Extrakce probíhá 2 až 5 minut. Poté je jehla vytažena a napojena 

na chromatografický systém. Pro tento způsob extrakce jsou koncipovány specifické 

sondy pro extrakci málo těkavých a netěkavých látek přímo z vodného roztoku, kde je 

sorbent ukryt v chirurgické jehle (Obr. 8). 

 

  

Obr. 8 – Uspořádání in vivo SPME a komerčně dostupné biokompatibilní SPME zařízení [46] 

 

In vivo SPME zjednodušuje a zkracuje analýzu. Navíc nabízí možnost monitorování 

dynamických procesů v organizmu a sledování rychle metabolizujících a nestabilních 

analytů. Obrovskou výhodou je i omezení styku s krví operujícím personálem [49]. 

Trendem SPME do budoucna je rozšiřování stacionárních fází. Již teď jsou dostupné 

vysoce selektivní kapiláry plněné MIP částicemi (molecularly imprinted polymers). Tyto 

selektivní materiály předcházejí kontaminaci kapiláry bílkovinami absorbovanými 

společně s cílovými analyty.  Dále lze vlákna pokrýt polymerními iontovými kapalinami či 

nanomateriály [47].  

5.3.1.2. Sorpční extrakce na míchadle (Stir bar sorptive extraction – SBSE) 

SBSE je další ze zelených technik představená v roce 1999, která je založena na 

stejném principu jako SPME. Jedná se o mikroextrakční metodu, kdy je magnetické 
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míchadlo potaženo PDMS [50]. Oproti vláknu má ale míchadlo mnohem větší extrakční 

účinnost, která je způsobena mnohem větším množstvím naneseného PDMS (vrstva je 

0,3-1 mm silná, tj. 50-250x silnější než na vlákně). Extrakce probíhá přímým ponořením 

míchadla do vodného vzorku. Komerčně dostupné míchadlo Twister® (Gerstel GmbH, 

Mullheim a/d Ruhr, Německo) se sestává z magnetické tyčinky pokryté skleněným 

pláštěm s navázaným PDMS o objemu 24-126 µl. Během míchání se cílové složky 

navazují na PDMS. Při naplnění sorpční kapacity je míchadlo vyjmuto ze vzorku, analyty 

jsou desorbovány buď tepelně, nebo rozpouštědlem a poté analyzovány GC nebo LC 

systémem [51]. 

Výhodou této metody je možnost obrovské zakoncentrovávací kapacity, 

jednoduchost provedení a široké spektrum pro použití v environmentální analýze či 

analýze potravin a biologického materiálu [52]. Tato metoda má ale i svá omezení. Při 

použití této extrakční metody v biologické matrici, která je velice složitá, může docházet 

k interferencím pro neselektivnost tohoto postupu. Navíc v bioanalytické oblasti je 

vzorek omezen na velmi malý objem, který nemusí být dostatečný pro pokrytí 

stacionární fáze [47]. Další limitací této techniky je její použití pouze pro extrakci 

nepolárních a semipolárních analytů. Přestože je vyvinuto i několik metod využívající 

SBSE v biologickém materiálu, je zapotřebí vývoje nových účinných povrchových látek 

pro rozšíření aplikovatelnosti této metodiky na polární molekuly. SBSE je i extrakční 

metoda, která může využít vysoce selektivních materiálů (MIPs, materiály s omezeným 

přístupem – RAM) [51]. 

5.3.1.3. Dynamická extrakce vzorků na tuhou fázi (Solid phase dynamic 

extraction – SPDE) 

Dynamická extrakce na tuhou fázi je obdobou SPME s tím rozdílem, že se namísto 

vlákna v injekční jehle používá nerezová jehla vyrobená z kapilární kolony. Hlavní částí 

zařízení pro SPDE je nerezová jehla o délce přibližně 8 cm, jejíž vnitřní stěna je pokryta 

filmem PDMS s 10% aktivním uhlíkem o tloušťce 7-50 µm. Vzorek je dynamicky nasáván 

do plynotěsné stříkačky (nejčastěji o objemu 2,5 ml) skrz jehlu se sorbentem. Jehla může 

být buď ponořena do kapalného vzorku (DI-SPDE), či může těkavé analyty vychytávat 

nad jeho hladinou (HS-SPDE) (Obr. 9) [53]. 
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Obr. 9 – Zařízení a princip SPDE [53] 

Při srovnání objemu stacionární fáze je v jehle kolem 5,99 mm3, zatímco SPME 

vlákno o délce 100 µm má objem SF pouze 0,94 mm3. SPDE technika úpravy vzorku je 

rychlejší a mnohem více mechanicky odolnější oproti křehkému vláknu (životnost SPDE 

jehly je až 1 500 nástřiků). Může být použita při analýze jak environmentálních tak 

forenzních a biologických materiálů a navíc může být lehce automatizována [43, 54]. 

5.3.1.4. Mikroextrakce tuhým sorbentem v mikrostříkačce (Microextraction 

by packed sorbents – MEPS) 

MEPS si nechal patentovat Abdel-Rehim a jeho tým v roce 2003. Je to vlastně 

miniaturizovaná SPE technika využívající pevný sorbent (1-4 mg) ve formě cartridge 

mezi vzduchotěsnou stříkačkou o objemu 100-250 µl a jehlou, kdy celé zařízení může být 

online napojeno na LC, GC nebo CE systém.  MEPS výrazně redukuje objem potřebných 

rozpouštědel a vzorku (10-250 µl). Obrovskou výhodou této metody je také dostupnost 

velkého množství sorbentů včetně vysoce selektivních materiálů (silikagelové – C2, C8, 

C18, RAM, HILIC, MIPs).  

 

Obr. 10 – Zařízení na MEPS [55] 



  49 

 

Jednotlivé kroky extrakce MEPS jsou shodné s SPE extrakcí (Obr. 11). Prvním krokem 

je kondicionace sorbentu (a). Tento krok není nezbytný jako u SPE, jelikož množství 

sorbentu je mnohem menší. Poté se nasaje vzorek (b). Pokud je zapotřebí 

prekoncentrace analytu, je možné vzorek nasát opakovaně. Poté se vymyjí balastní látky 

vhodným činidlem a sorbent se vysuší (c, d). Následuje vlastní eluce analytů vhodným 

rozpouštědlem či mobilní fází (e) a nástřik eluátu do LC nebo GC systému (f).  Pro 

opakované použití sorbentu (až 120 použití) je potřeba ho několikrát promýt vodou a 

poté elučním činidlem, aby se zabránilo přenosu látek mezi vzorky [56]. 

 

 

Obr. 11 – Schematické kroky MEPS [57] 

MEPS se s výhodou používá pro analýzu biologického materiálu. Je ale 

doporučováno, aby se vzorek nejprve zcentrifugoval a poté naředil (až 5x u plazmy, až 

25x u vzorků plné krve), aby nedocházelo k ucpání a zvýšenému zpětnému tlaku na 

sorbentu. Obrovské uplatnění této techniky je zejména monitorování léčiv v bioanalýze 

(sérum, plazma, moč, sliny). Tato technika se vyznačuje jednoduchostí provedení, 

univerzálností, možností adaptace na různé analytické systémy či spotřebou malých 

objemů rozpouštědel a vzorků. Navíc je možné tento způsob extrakce plně automatizovat  

[58].  

5.3.1.5. Extrakce pomocí plněných špiček pipet (Disposable-pipette extraction 

– DPX) 

Tato technika je také založena na SPE, kdy je sorbent umístěn v pipetovací špičce a je 

z obou stran ohraničen fritou. Komerčně je tato metoda dostupná firmou Gerstel 
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(Mullheim a/d Ruhr, Německo) a je možné ji automatizovat a online napojit s GC nebo LC 

systémem.  

Po nasátí vzorku do pipetovací špičky je analyt adsorbován a koncentrován na 

suspenzi sorbentu díky vzduchovým bublinám přítomných v extrahovaném vzorku 

(zvýšení recovery analytu). Po případném promytí sorbentu je vzorek eluován 

organickým činidlem do vialky. 

 

Obr. 12 – Schematické provedení DPX [59] 

Částice sorbentu mají velikost 10-20 µm a poskytují velkou povrchovou plochu. 

Metoda je velice rychlá, k eluci analytu ze sorbentu stačí přibližně 0,5 ml rozpouštědla a 

množství vzorku potřebného k extrakci je méně než 250 µl. Nevýhodou je komerčně 

dostupný nízký počet druhů sorbentů (styren-DVB – reverzní fáze, katexové a slabě 

iontově výměnné materiály) a pouze jedna velikosti špiček o objemu 1 ml [60]. 

5.3.1.6. Extrakce magnetickou tuhou fází (Magnetic solid phase extraction – 

MSPE) 

Extrakce magnetickou tuhou fází je metoda založená na použití magnetického 

sorbentu pro zakoncentrování a separaci analytů. Magnetický sorbent je přidán 

k roztoku vzorku a cílové analyty se adsorbují na povrch magnetických částic. Vlastní 

oddělení částic sorbentu s navázanými analyty pak probíhá zavedením externího 

magnetického pole a po eluci vhodným rozpouštědlem se získané látky analyzují (Obr. 

13). 
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Obr. 13 – Postup magnetické extrakce na tuhou fázi [61] 

Magnetické jádro částic je tvořeno železem, kobaltem, niklem a jejich oxidy a je 

pokryto anorganickým (silikagel, hliník, grafen – tj. supertenká forma uhlíku) nebo 

organickým (DVB, polyamidy, MIPs) obalem.  

V bioanalýze se nejčastěji používají magnetické částice se silikagelovým povrchem a 

slouží k izolaci a purifikaci biomolekul (bílkoviny, enzymy, peptidy) a izolaci 

anorganických a organických látek ze vzorků biologického materiálu. Metoda se 

vyznačuje jednoduchostí a rychlostí celého provedení [62].  

5.3.1.7. Rotační extrakce na kolonce (Spin column extraction) 

Pro tuto techniku přípravy vzorku se používá rotační kolonka, jejíž součástí je 

monolitický silikagelový disk, který poskytuje velkou povrchovou plochu k adsorpci 

žádaného analytu. Veškeré kroky extrakce (nanesení vzorku, promývání, eluce) analytů 

se provádí centrifugací (Obr. 14) [63].  

 

 

Obr. 14 – Schéma provedení rotační extrakce na monolitní kolonce [64] 
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Výhodou této techniky je možnost zpracování většího počtu vzorků současně, 

jednoduchost provedení a velice nízká spotřeba rozpouštědel a vzorku. Navíc odpadá 

nutnost využití vakua jako u klasické SPE, což vede k lepší reprodukovatelnosti 

metodiky. Podmínky extrakce lze ovlivnit pH roztoku vzorku a rotační rychlostí. Ve 

většině aplikací je využíván monolitický disk C18 [60]. 

5.3.2.Mikroextrakce kapalnou fází (Liquid phase 

microextraction – LPME) 

Mikroextrakce kapalnou fází je miniaturizovaná LLE procedura využívající pouze 

mikrolitry rozpouštědel oproti několikanásobně většímu objemu potřebného ke klasické 

LLE. LPME lze automatizovat a je kompatibilní s GC, LC i CE. Vlastní extrakce probíhá do 

velice malého objemu s vodou nemísitelného rozpouštědla z vodného roztoku vzorku.  

Mezi mikroextrakční techniky patřící do této skupiny jsou mikroextrakce na kapku 

(single-drop microextraction – SDME), mikroextrakce na duté vlákno (hollow-fibre 

microextraction – HF-LPME) či disperzní mikroextrakce z kapaliny do kapaliny 

(dispersive liquid-liquid microextraction – DLLME) [65]. 

5.3.2.1. Mikroextrakce na kapce (Single-drop microextraction – SDME) 

Metoda byla představena v roce 1996 původně pod názvem extrakce rozpouštědlem 

na mikrokapku či mikroextrakce rozpouštědlem na jedinou kapku. V porovnání 

s klasickou LLE je spotřeba rozpouštědel snížena o 99 %. Principem této extrakční 

techniky je rozpuštění cílových analytů v kapce rozpouštědla zavěšené na konci jehly 

mikrostříkačky. Kapka může být buď ponořená přímo do vzorku (rozpouštědlo nesmí 

být mísitelné s vodou), jedná o DI-SDME, nebo může být provedena nad hladinou vzorku 

(HS-SDME). Dalšími možnými variantami je drop to drop mikroextrakce (DDME), 

mikroextrakce z kapaliny do kapaliny a zpět (liquid-liquid-liquid microextraction – 

LLLME), mikroextrakce na přímo suspendované kapce (directly-suspended droplet 

microextraction – DSDME) a kontinuální průtoková mikroextrakce (continuous flow 

microextraction – CFME) [66]. Způsoby provedení různých módů mikroextrakce na 

kapce jsou zobrazeny na Obr. 15. 
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Obr. 15 – Různé způsoby provedení SDME [67] 

DI-SDME 

Metoda extrakce na kapku jejím přímým ponořením do vzorku je jednoduchá, účinná 

a levná s malou spotřebou rozpouštědel a vzorku a možností automatizace. Velikost 

kapky je 0,3 až 3 µl a množství vzorku se pohybuje od 0,3-40 ml. Dále je zapotřebí 

magnetické míchadlo a stříkačka pro plynovou chromatografii. Kapka extrakčního činidla 

zavěšena na jehle stříkačky je ponořena do vodného vzorku, který je promícháván pro 

zlepšení přenosu analytů. Poté je kapka natažena do stříkačky a vstříknuta do 

chromatografického systému. Jako extrakční činidlo se používá toluen, cyklohexan, 

chloroform či oktan-1-ol. Použití je omezeno na nepolární a semipolární analyty. 

Nevýhodou této techniky je nestálost kapky a to zejména při extrakcích za vyšších 

teplot či rychlém míchání vzorku. Navíc i částečná rozpustnost extrakčního rozpouštědla 

ve vodě může vést k její ztrátě. Přesto metoda našla uplatnění ve stanovení léčiv 

v biologickém materiálu [68]. 

HS-SDME 

Tato technika je vhodná pro stanovení těkavých a středně těkavých analytů. Analyty 

jsou distribuovány mezi 3 fáze – vodný vzorek, vzduch nad hladinou vzorku a organické 

rozpouštědlo. Vzorek musí být umístěn ve vzduchotěsné vialce. Oproti DI-SDME je u této 

metody výhodou především to, že nehrozí ztráta kapky mícháním či jejím rozpuštěním 

ve vzorku. Navíc je možné použití většího rozsahu rozpouštědel, protože lze použít i látky 

mísitelné s vodou. Pro extrakci je možné použít oktan-1-ol, tetradekan, ftalátové estery, 

iontové kapaliny či vodné roztoky. Výhodou je i možnost přidružení derivatizačního 

činidla do rozpouštědla. Pro zvýšení extrakční účinnosti lze na vzorek aplikovat 

ultrazvukovou nebo mikrovlnnou energii. 

Stejně jako DI mód se HS extrakce vyznačuje nízkou cenou, nízkou spotřebou 

rozpouštědel a možností automatizace celého procesu [68]. 
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DDME 

DDME technika úpravy vzorku je vhodná především pro analýzu vzorků s velice 

malým objemem. Může se jednat o vzorky plné krve, séra a moči o objemu 7 µl. Výhodou 

metody je rychlost (5 minut), jednoduchost provedení, nenáročnost na vybavení a 

extrémně malá spotřeba vzorku a organického rozpouštědla (1 µl). Vlastní provedení 

extrakce spočívá v naplnění mikrostříkačky organickým rozpouštědlem (1 µl 

rozpouštědla v 10 µl vzduchotěsné stříkačce), jejím vsunutím do vialky uzavřené septem 

a vytlačením 0,5 µl extrakčního činidla do vzorku. Po extrakci se kapka zatáhne zpět do 

jehly a extrahovaný vzorek se nastříkne do detekčního systému. Extrakční činidlo se 

nesmí mísit s vodou, proto jsou vhodná především nepolární rozpouštědla [69].  

LLLME 

LLLME je v principu extrakce a zpětná extrakce zároveň vhodná pro ionizovatelné 

analyty. Byla představena v roce 1998 jako jednoduchá, reprodukovatelná a selektivní 

metoda využívající organické kapalné membrány zakotvené v teflonovém kruhu [70]. Je 

založena na extrakci analytu z vodného roztoku do organické membrány s nižší hustotou 

než má vodný vzorek a zároveň zpětné extrakci do vodné mikrokapky umístěné v této 

vrstvě. Míchání vodného vzorku má za následek přenos analytů mezi oběma vrstvami. 

Úpravou pH vodného roztoku získáme nejprve neutrální analyty extrahovatelné do 

organického rozpouštědla, kde jsou následně ionizovány a extrahovány do kapky. Kapka 

je poté analyzována na LC či CE systému [71].  

DSDME 

Extrakční činidlo nemísitelné s vodou se nanese do vodného roztoku vzorku 

s míchadlem. Když se vzorek s extrakčním činidlem promíchává, začnou se vyvářet 

jednotlivé kapičky extrakčního činidla, které se poté spojí v jedinou kapku na hladině 

vodného vzorku. Míchání tak zvyšuje přenos hmoty mezi vzorkem a činidlem. Vzniklá 

kapka se poté odsaje a aplikuje do chromatografického systému [72]. 

CFME 

Technika byla poprvé představena a popsána v roce 2000. Do skleněné komory o 

objemu cca 0,5 ml je zavedena kapka rozpouštědla (1-5 µl) umístěna na jehle 

mikrostříkačky. Vzorek protéká skleněnou komorou a do kapky se extrahují cílové 

analyty. Tato extrakční technika má obrovský koncentrační faktor (rozpouštědla xylen, n-

butyl acetát), proto je schopná zachytit analyty o koncentraci femtogram/mililitr. Čím 
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delší je doba extrakce, tím větší výtěžek lze očekávat. Při malém objemu vzorku lze 

recyklovat protékající vzorek namísto do odpadu zpět do vialky [73]. 

5.3.2.2. Mikroextrakce na dutém vlákně (Hollow-fibre liquid phase 

microextraction – HF-LPME) 

Nevýhody volného umístění kapky v roztoku může vyřešit použití kapalného 

extrakčního rozpouštědla naneseného na porézní polopropustnou membránu (Obr. 16). 

Metodu poprvé představili Rasmussen a Pedersen-Bjergaard v roce 1999, kteří použili 

duté vlákno jako nosič pro oktan-1-ol při extrakci metamfetaminu z biologického 

materiálu [74].  

 

Obr. 16 – Schematický diagram HF-LPME [75] 

Porézní propylenové duté vlákno chrání a stabilizuje extrakční činidlo a navíc 

zvětšuje povrch mezi rozpouštědlem a vodným vzorkem, a tím zvyšuje účinnost extrakce. 

Duté vlákno se před extrakcí namočí na několik sekund do organického rozpouštědla, 

kde prostupuje jeho póry a je vázáno kapilární silou k polypropylenové síti. Vytvoří se 

tak podpůrná kapalinová membrána. Vlákno je poté ponořeno do vodného vzorku. 

Analyty se extrahují do imobilizovaného extrakčního činidla. Extrakční činidlo se poté 

odsaje mikrosříkačkou a vstříkne se do chromatografického systému. Pokud je 

extrakčním činidlem pouze organické rozpouštědlo, jedná se poté o dvoufázový extrakční 

systém. Ten lze provést buď v HS nebo DI módu. Analyty se také mohou extrahovat 

z vodného roztoku vzorku přes tenkou (několik µl) vrstvu organického rozpouštědla 

imobilizovaného póry vlákna do akceptorového roztoku v lumen dutého vlákna, který 

může mít i vodný charakter. Pak se jedná o třífázový extrakční systém, který je prováděn 

pH gradientem, transportními přenašeči nebo elektromembránovou extrakcí [76]. 
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5.3.2.3. Disperzní mikroextrakce z kapaliny do kapaliny (Dispersive liquid-

liquid microextraction – DLLME) 

Disperzní mikroextrakce byla představena Assadim a jeho kolektivem v roce 2006 

[77]. Od té doby se tato metodika dostala do širokého použití k úpravě vzorků 

z environmentální, potravinové a bioanalytické oblasti. Principem této techniky je použití 

extrakčního činidla nemísitelného s vodou (chlorbenzen, chloroform, sirouhlík) a 

disperzního činidla (methanol, acetonitril, aceton), které je mísitelné jak s vodou, tak 

s extrakčním činidlem. Když se směs extrakčního a disperzního činidla rychle vstříkne do 

vzorku v kónické zkumavce, vzniká vysoká turbulence a vytváří se oblak rozpouštědel. 

Díky velké povrchové ploše mezi extrakčním činidlem a vodným vzorkem je rychle 

dosaženo rovnovážného stavu. Po centrifugaci se sediment rozpouštědel odsaje a 

nastříkne se do LC nebo GC systému (Obr. 17).  

 

Obr. 17 – Schematický postup DLLME [78] 

Výhodou DLLME je jednoduchost, rychlost, nízké náklady na provedení, vysoká 

výtěžnost a možnost zakoncentrování analytu. Organická extrakční rozpouštědla jsou 

vybírána na základě jejich hustoty (vyšší hustota než voda), extrakční schopnosti 

cílových analytů a chromatografických vlastností [79]. 
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5.3.2.4. Elektromembránová extrakce (Electrokinetic membrane extraction – 

EME) 

O EME se poprvé zmínil Pedersen-Bjergaard. Principem je umístění jedné elektrody 

k dutému vláknu s extrakčním činidlem a druhé do vodného roztoku vzorku. Poté se 

aplikuje elektrický proud. Nabité analyty ve vzorku jsou přitahovány skrz podpůrnou 

kapalnou membránu k opačně nabité elektrodě v akceptorovém roztoku, odkud jsou po 

extrakci odsáty mikrostříkačkou a aplikovány do separačního systému. Hnací silou 

extrakčního procesu je elektrické pole. 

  

 

Obr. 18 - Schéma EME [80] 

I přes složitost biologické matrice je tato metoda aplikovatelná na extrakci analytů 

z biologického materiálu. Většina endogenních látek v séru či moči je efektivně blokována 

umělou kapalinovou membránou. EME je vysoce selektivní metoda poskytující velice 

čisté extrakty [81]. 

 

 

 

 



  58 

 

5.4. STANOVOVANÉ VITAMÍNY 

Objevení vitamínů se datuje do roku 1905, kdy Cornelius Adrianus Pekelharing 

zjistil, že zvířata krmená pouze bílkovinami, sacharidy, anorganickými solemi a vodou 

prospívají pouze tehdy, když se přidá do stravy malé množství mléka. Z toho vyvodil, že 

právě mléko obsahuje prozatím nepoznanou látku nezbytnou pro jejich normální růst a 

vývoj [82]. Kazimierz Funk pak v roce 1911 provedl pokusy na holubech s projevy 

nemoci odpovídající lidské beri-beri (nemoc z nedostatku vitamínu B1). Zjistil, že extrakt 

z neloupané rýže obsahuje látky, které v extraktu z loupané rýže chybí. Předpokládal, že 

chybějící látka není ani bílkovina a ani aminokyselina. Izoloval frakci ze slupek rýže, 

která obsahovala „stopový prvek“, jež mohl za uzdravení postižených holubů. Tuto frakci 

nazval vitamín (vita – život, amin – látka obsahující dusík) [83]. Přestože se později 

ukázalo, že se nejedná o aminy, název se ujal a byl použit pro mnoho dalších látek 

nalézajících se v potravě. 

Vitamíny jsou esenciální nízkomolekulární organické sloučeniny nezbytné pro 

normální chod organizmu, kde působí jako antioxidanty, hormony, přenašeči H+/e- a 

koenzymy. Vitamíny jsou v organizmu přítomny v nízkých koncentracích a tělo si je 

nedokáže vytvářet v dostatečných dávkách.  

Vitamíny jsou ve většině případů skupinou chemicky příbuzných látek s podobnou 

biologickou aktivitou. Jsou rozdělovány na základě jejich rozpustnosti – vitamíny 

rozpustné ve vodě (skupina vitamínů B, vitamín C, biotin) a vitamíny rozpustné v tucích 

(A, D, E, K). Jejich nedostatek – hypovitaminóza – vede k poruchám funkcí organizmu a 

k velmi vážným onemocněním (např. kurděje – nedostatek vitamínu C, křivice – 

nedostatek vit. D, pellagra – nedostatek niacinu). V nejvíce ohrožené skupině 

z nedostatku vitamínů jsou těhotné ženy, kojenci a malé děti, staří lidé a lidé 

s nesprávnou výživou [84]. 

5.4.1.Vitamín A  

I když se pojem vitamín A odkazuje specificky na all-trans retinol (Obr. 19), je také 

užíván jako generický název pro isoprenoidní sloučeniny vykazující biologickou aktivitu 

retinolu. Ten se oxidační reakcí mění na své nejaktivnější deriváty – retinal 

(retinaldehyd) (Obr. 20) a kyselinu retinovou (Obr. 21). Všechny přírodní a syntetické 

látky vykazující aktivitu vitamínu A jsou kolektivně nazývány jako retinoidy [85]. 
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Obr. 19 – Retinol 

 

 

Obr. 20 – Retinal 

 

 

Obr. 21 – Kyselina retinová 

Poprvé se o vitamínu A zmiňuje McCollum a Davis v roce 1913 jako o látce obsažené 

v másle a vaječném žloutku, která je rozpustná v tuku a potřebná pro normální růst a 

vývoj u potkanů. Zmiňují také rozdíl fyziologických vlastností čerstvého a vařeného jídla 

v prevenci nemocí jako jsou kurděje či beri-beri [86]. 

Vitamín A hraje nezastupitelnou roli v mnoha fyziologických procesech. Nejvíce je 

známa jeho role ve vidění. Dále je nezbytný pro normální vývoj embrya a vznik základů 

jednotlivých orgánů u plodu, vyzrávání imunitního systému, buněčnou proliferaci, 

udržení epiteliální integrity, pro paměť a tvorbu nových neuronů [87].  

Vitamín A je v přírodních látkách přítomen v mnoha různých formách. V živočišných 

tkáních se vyskytuje ve formě retinoidů. U rostlin pak ve formě karotenoidů, které jsou 

provitamínem A. Zdrojem retinolu je vaječný žloutek, hovězí játra, rybí tuk, mléko a 

mléčné výrobky. Na β-karoten je bohatá mrkev, červená paprika, dýně či broskev [84]. 

Většina přijímaného vitamínu v potravě je ve formě retinylových esterů. Ty jsou 

hydrolyzovány v lumen tenkého střeva za vzniku retinolu. Tento proces se odehrává na 

kartáčovém epitelu a je katalyzován hydrolázami produkovanými slinivkou. β-karoten na 

rozdíl od retinoidů může být enterocyty převeden na retinal či jimi být absorbován a 

v plazmě pak navázán na chylomikrony. Retinol je v plazmě navázán na retinol-vázající 



  60 

 

protein (retinol-binding protein – RBP4) a kyselina retinová je navázána na albumin. 

Malé množství retinylových esterů může být navázáno na lipoproteiny. Hlavním místem 

pro uložení retinoidů v těle jsou játra. V očích, plicích, tukové tkáni, varlatech a slezině 

jsou také uloženy, ale v mnohem menší koncentraci ve srovnání s játry [88]. 

Vitamín A má nezastupitelnou roli v mnoha biologických procesech. Zatímco retinal 

je esenciální pro vidění, retinol se uplatňuje v imunitních reakcích či reprodukci. 

Základem naší vize je fotochemická izomerace retinalu z cis- na trans-konfiguraci. Foton 

viditelného světla nese dostatečné množství energie způsobující izomeraci chromoforu 

z 11-cis- na 11-trans-retinal. Trans-  izomer se uvolní do cytoplazmy a naváže se na 

rhodopsin, což je transmembránový protein citlivý na světlo a nachází se na tyčinkách 

sítnice oka. Ten vyvolá biochemickou dráhu směřující ke vzniku nervového impulzu a 

představuje tak základní princip vidění [89].  Mezi další funkce retinoidů patří 

ovlivňování buněčné diferenciace a proliferace. Mohou regulovat transkripci a tvořit 

kovalentní vazby s některými proteiny, které modifikují vlastnosti cílové bílkoviny a tím i 

její aktivitu. V reprodukčním systému hraje vitamín A esenciální roli u mužů i žen, kdy 

jeho nedostatek může vést k infertilitě. U žen je nezbytný k uhnízdění vajíčka v děloze a 

správný vývoj plodu až po narození životaschopného novorozence. Navíc má stimulační 

účinek na produkci progesteronu. U mužů se vitamín A podílí na regulaci funkce varlat. 

Jeho nedostatek vede k zastavení spermatogeneze a nepříznivě ovlivňuje produkci 

testosteronu. Během těhotenství je vitamín A přenášen k plodu přes placentu. Krom jeho 

esenciální role v růstu a buněčné diferenciaci buněk plodu má nezastupitelnou úlohu ve 

vývoji plic, srdce a kostry [90]. Studie ukazují i na roli vitamínu A v nádorové aktivitě, 

kdy inhibuje růst a vývoj různých druhů nádorů, jako například nádory kůže, prsu, ústní 

dutiny, plic, jater, prostaty a močového měchýře [91]. V imunitním systému se vitamín A 

podílí na regeneraci slizničních bariér a je zapotřebí v získané (též adaptivní či 

specifické) imunitě, kde participuje ve vývoji pomocných T-lymfocytů a B-lymfocytů, 

které produkují protilátky [92]. Vitamín A má své uplatnění i v dermatologii, kde má 

výrazný vliv na diferenciaci epidermis, ovlivňuje produkci keratinu a inhibuje produkci 

mazu vedoucí ke vzniku akné [93].   

Fyziologická hodnota retinolu v plazmě je 1-2 µmol/l. Koncentrace pod 0,7 µmol/l už 

svědčí pro jeho nedostatek v organizmu. Nedostatek nastává tehdy, jsou-li vyčerpané i 

veškeré zásoby retinolu v játrech. Tento stav může být způsoben buď jeho 

nedostatečným příjmem v potravě nebo chronickou poruchou enterické absorpce lipidů 

(cystická fibróza, pankreatitida). Hypovitaminóza se projevuje šeroslepostí tj. zhoršeným 
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viděním za nedostatku světla, náchylností k infekcím a poruchou diferenciace buněk, 

vývoje orgánů, růstu a rozmnožování. Dalšími příznaky jsou ztráta chuti, opožděný růst, 

zvýšený tlak nitrolební tekutiny a zvýšená keratinizace. U těhotných způsobuje 

nedostatek vitamínu A šeroslepost a zvýšenou úmrtnost plodu [85].  

Vitamín A má tendenci ke kumulaci v organizmu. Hrozí tedy riziko hypervitaminózy 

především z důvodu jeho pomalého odbourávání a velkých skladovacích kapacit ve 

tkáních. Toxicita může být buď akutního, nebo chronického charakteru. Akutní toxicita se 

projeví v rámci hodin (maximálně 48 hodin) po předávkování. Chronická toxicita se 

objeví za několik týdnů, měsíců či let po konzumaci vyšších dávek, které ale nejsou 

akutně toxické. Mezi příznaky hypervitaminózy patří zvracení, průjem, dvojité vidění, 

suchost sliznic, únava, bolesti hlavy, bolest a kostní abnormality, svalová ztuhlost a 

bolestivost, kožní vyrážka, křehké nehty, hepatomegalie a hepatotoxicita [94]. Byly také 

zaznamenány případy předávkování β-karotenem, které vyúsťuje v karotenémii. Ta se 

projevuje žluto-oranžovým zabarvením kůže. Na rozdíl od nemocí jater, skléra očí byla 

zabarvena normálně. Může být způsobena nadměrným konzumováním mrkve či jiného 

ovoce a zeleniny bohaté na β-karoten a další karotenoidy [95]. Kyselina retinová je 

teratogenní. Při jejím nadměrném užívání v  těhotenství se mohou u plodu vyvinout 

malformity včetně rozštěpu rtu či patra. Těhotné ženy by se tedy měly během prvního 

trimestru vyhnout konzumaci jater, což je nejbohatší zdroj vitamínu A [96].  

5.4.2.Vitamín E 

Vitamín E je liposolubilní vitamín nezbytný pro správné fungování těla, které si jej 

nedokáže samo vytvořit, a proto musí tento vitamín přijímat v potravě. Vyznačuje se 

především antioxidačními, neuroprotektivními a protizánětlivými vlastnostmi.  

Vitamín E reprezentuje skupinu přírodních látek vyskytujících se celkem v  8 různých 

izoformách – 4 nasycené analogy nazývané tokoferoly (α, β, γ, δ) a 4 nenasycené analogy 

nazývané tokotrienoly (α, β, γ, δ), které regulují peroxidační reakce a kontrolují produkci 

volných radikálů v těle. Všem osmi sloučeninám se souhrnně říká tokoly. Tokotrienoly se 

strukturně liší od tokoferolů přítomností třech dvojitých vazeb v uhlovodíkovém řetězci 

(Obr. 22). Zatímco tokoferoly a jejich účinky a vlastnosti jsou rozsáhle studovány, o 

tokotrienolech se ví jen málo, přestože mají odlišný terapeutický účinek od tokoferolů. 

Jejich protizánětlivá a cholesterol-snižující schopnost může předcházet vzniku rakoviny, 

diabetu či kardiovaskulárním a neurodegenerativním onemocněním [97].  



  62 

 

Nejúčinnějším tokoferolem je R,R,R-α-tokoferol, který je používán i jako mezinárodní 

standard aktivity vitamínu E. Ostatní tokoferoly mají malou biologickou účinnost. 

Oxidační aktivita spočívá v reaktivitě fenolického vodíku a schopnosti chromanolového 

kruhu stabilizovat nepárový elektron. Nejdříve vzniká tokoferoxylový radikál, který dále 

reaguje s druhým peroxylovým radikálem za vzniku nereaktivního tokoferylchinonu 

[98]. 

 

 

Obr. 22 – Struktura tokoferolů (A) a tokotrienolů (B) 

Tokoferoly jsou syntetizovány fotosyntetickými organizmy včetně vyšších rostlin. 

Proto jsou hlavním zdrojem vitamínu E rostlinné oleje. Tokoferoly se nacházejí 

v olivovém, slunečnicovém (α-tokoferol), sójovém (δ-tokoferol) či kukuřičném (γ-

tokoferol) oleji. Na tokotrienoly jsou bohaté rýžové otruby, ječmen či palmový olej [99]. 

Dalšími zdroji jsou ořechy, vaječný žloutek, sýr, sójové boby, avokádo, olivy či pšeničné 

klíčky.  

Vitamín E se absorbuje především z tenkého střeva. Tento proces vyžaduje 

přítomnost tuku i pankreatických esteráz, které uvolňují volné mastné kyseliny 

z triglyceridů přijímaných v potravě. Jsou nezbytné i žlučové kyseliny, které tvoří směsné 

micely a esterázy pro hydrolytické štěpení tokoferylových esterů. Jedinci, kteří nejsou 

schopni produkovat pankreatické a žlučové šťávy (pacienti s obstrukcí žlučových cest, 

jaterní cholestázou, pankreatitidou, cystickou fibrózou), mají pak zhoršenou absorpci 

vitamínu E a dalších živin rozpustných v tucích, které jsou závislé na micelami 

zprostředkované difúzi pro vstřebání do organizmu. Pokud se užívá vitamín E ve formě 
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vitamínových doplňků, měl by se vždy podávat s jídlem, aby došlo k jeho správnému 

vstřebání. 

Na rozdíl od vitamínu A vitamín E v plazmě nemá specifický přenašeč. Namísto toho 

je převeden z chylomiker do plazmatických lipoproteinů, a to jak do lipoproteinů o velmi 

nízké hustotě (VLDL), lipoproteinů o nízké hustotě (LDL), tak i lipoproteinů s vysokou 

hustotou (HDL). Plazmové tokoferoly jsou tak rozděleny mezi tyto tři třídy lipoproteinů, 

kde jsou nespecificky vázány. 

Hlavní funkcí vitamínu E v těle je jeho antioxidační schopnost, kdy udržuje integritu 

membrány prakticky ve všech buňkách těla. Jako antioxidant redukuje volné radikály a 

tím chrání buňky před škodlivými účinky vysoce reaktivních oxidačních látek. Dále se 

zjistilo, že α-tokoferol moduluje funkci T-lymfocytů, redukuje produkci prozánětlivého 

mediátoru prostaglandinu E2 a dalších prozánětlivých mediátorů aktivovaných 

monocytů a makrofágů. Snižuje také plazmatickou hladinu zánětlivého markeru C-

reaktivního proteinu (CRP) [84]. Výzkumy ukázaly, že vitamín E hraje svou roli ve 

fertilizační schopnosti mužů i žen [100]. Vitamín E má pozitivní efekt v redukci 

aterosklerotické progrese u pacientů s bypassem koronárních arterií, kteří nebyli léčeni 

hypolipidemiky. Přestože intervenční klinické zkoušení nepotvrdilo kardiovaskulární 

benefit suplementovaného vitamínu E, klinická studie využívající směs tokotrienolů a α-

tokoferolu prokázala trend zlepšení arteriální compliance (tj. vlastnost cévní stěny 

umožňující tlumit amplitudu pulsové vlny) po dvouměsíční suplementaci touto směsí. 

Dále byl studován efekt vitamínu E na rakovinu. Výzkumy zaměřené na vitamín E 

prokázaly rozdílnou funkci α-, γ- a δ-tokotrienolu ve srovnání s α-tokoferolem během 

protinádorové aktivity, kdy se projevují antiproliferativní a apoptickou aktivitou proti 

normálním a nádorovým buňkám. Tokotrienoly inhibují maligní proliferaci závislou na 

zvýšené aktivitě HMG-CoA reduktázy, kde tokotrienoly tuto aktivitu potlačují [101]. 

Účinky volných radikálů se projevují v etiologii neurodegenerativních onemocnění jako 

např. Alzheimerova choroba. Přestože se podávání vitamínů E neukázalo mít účinek 

v prevenci vzniku demence či Alzheimerovy choroby, studie využívající suplementaci 

pouze α-tokoferolem prokázala oddálení a prevenci diagnózy Alzheimerovy choroby u 

starších lidí vykazujících mírné kognitivní postižení [102]. 

Nedostatek vitamínu E v organizmu je způsoben buď jeho nedostatečným příjmem 

z potravy, nebo jeho narušenou absorpcí. První zmínky jeho nedostatku byly popsány 

v 60. letech 20. stolení u pacientů s lipoproteinovými abnormalitami s následným 

malabsorpčním syndromem [103]. Přestože se projevy nedostatku vitamínu E 
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mezidruhově liší, je jeho deprivací postižen především neurosvalový, vaskulární a 

reprodukční systém. Nedostatek se manifestuje membránovou dysfunkcí vedoucí 

k oxidační degradaci polynasycených membránových fosfolipidů a následně k narušení 

rozhodujících buněčných procesů [84]. Další projevy zahrnují pigmentovou retinopatii, 

poruchu hybnosti, zpomalené reflexy, ztrátu propriocepce, ztrátu citlivosti v prstech a 

parestezii. U dospělých se symptomy rozvíjejí přibližně po 10 – 20 letech malabsorpce 

v závislosti na množství vitamínu E naakumulovaného v organizmu [104].  

Přestože je organizmus schopen tolerovat i vysoké dávky vitamínu E, který je navíc i 

jedním z nejméně toxických vitamínů, může se při jeho nadměrném užívání vyvinout 

toxicita. Vysoké dávky vitamínu E pak působí proti ostatním v tucích rozpustných 

vitamínům. Mezi příznaky hypervitaminózy E patří bolesti hlavy, únava, nausea, dvojité 

vidění, svalová slabost a bolesti zažívacího traktu. Vysoké hladiny vitamínu E inhibují 

vitamín K dependentní karboxylace, což má za následek zhoršenou mineralizaci kostí. U 

pacientů užívajících antikoagulancia (např. warfarin) se prodlužuje protrombinový čas, 

který může vyústit ve zvýšenou krvácivost [84, 105].  
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6. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
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6.1. POROVNÁNÍ KOLON PRO UHPLC STANOVENÍ 

RETINOLU A α-TOKOFEROLU V BIOLOGICKÉM 

MATERIÁLU 

 

Cílem této práce bylo porovnat různé druhy stacionárních fází pro rutinní stanovení 

retinolu a α-tokoferolu v lidském séru a mateřském mléce na UHPLC systému. 

V bioanalytických laboratořích je kladen důraz jak na rychlost, tak na ekonomickou 

stránku analýzy. Pro porovnání jsme zvolili částicové a monolitické stacionární fáze o 

různé délce a velikosti částic s cílem vybrat kolonu s nejlepšími parametry pro zamýšlené 

využití. 

 

6.1.1.Přístrojové vybavení a chemikálie 

6.1.1.1. Chromatografický systém 

Analýzy byly prováděny na UHPLC systému Nexera (Shimadzu, Kyoto, Japonsko). 

Součástí sestavy je autosampler Rack changer II pro mikrotitrační destičky, degaser DGU-

20A3 a autosampler na vialky SIL/30AC (objem nástřiku 0,1 – 50,0 µl). Mobilní fáze je 

poháněna dvěma pumpami LC30-AD (rozsah průtoku 0,0001 – 5,0 ml). Kolonový 

termostat CTO-20 AC lze nastavit na teploty v rozsahu teplot 4 – 85 °C. Analyty byly 

detekovány fluorescenčním detektorem RF-20AXS. Chromatografický systém 

komunikuje s počítačem komunikačním modulem CBM-20A. Celá sestava je pak řízena 

softwarem LabSolution, verze 5.30. 

 

6.1.1.2. Laboratorní vybavení 

Při přípravě standardních roztoků a vzorků byly použity analytické váhy Sartorius 

ME5-0CE (Sartorius AG, Goettingen, Německo), stolní třepačka LabDancer V (IKA, 

Staufen, Německo), horizontální laboratorní třepačka LT1 (Kavalier, Sázava, Česká 

republika), termostat Stericell (BMT, Brno, Česká republika), centrifuga Eppendorf 5810-

R (Hamburk, Německo) a laboratorní vakuová odparka Eppendorf concentrator 5301 

(Hamburk, Německo).  
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6.1.1.3. Použité chemikálie 

Pro přípravu standardních roztoků byly použity následující látky: 

 Retinol, ≥ 97,0%, HPLC (Sigma Aldrich, Praha, ČR) 

 (±)-α-Tocopherol, synthetic, ≥96%, HPLC (Sigma Aldrich, Praha, ČR)  

Při přípravě standardních roztoků, vzorků před analýzou a jako mobilní fáze byla 

použita tato rozpouštědla: 

 n-hexan 96%, multisolvent HPLC grade (Merck, Darmstadt, Německo) 

 Hydroxid draselný – peletky, pure Ph. Eur (AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Německo) 

 Kyselina L-askorbová p. a. (Sigma Aldrich, Praha, ČR) 

 Ethanol absolute (Merck, Darmstadt, Německo) 

 Ethanol denaturovaný 5% methanolem (Lachema, Brno, ČR) 

 Methanol Super Gradient (Lach:ner, Neratovice, ČR) 

 Deionizovaná voda, Ultrapure water system (Goro, Praha, ČR) – připravena 

v laboratoři metodou reverzní osmózy a filtrace 

6.1.2.Příprava zásobních roztoků 

Zásobní roztok retinolu byl připraven rozpuštěním přesného množství naváženého 

standardu v odměrné baňce methanolem o výsledné koncentraci 1 mmol/l.  

Pro primární rozpuštění přesně naváženého množství α-tokoferolu byl použit n-

hexan.  Roztok s koncentrací 2 mmol/l byl dále rozředěn methanolem na zásobní roztok 

o koncentraci 0,5 mmol/l. 

Koncentrace pracovních roztoků použitých při porovnání kolon byla 2,5 µmol/l pro 

retinol a 12,5 µmol/l pro α-tokoferol.  

Zásobní roztok retinolu byl uchován při -25 °C, zásobní roztok α-tokoferolu při +4 °C 

a směsný standardní pracovní roztok při -25 °C. Stabilita takto připravených a 

uchovaných roztoků byla 6 měsíců. 

6.1.3.Chromatografické podmínky 

Pro porovnání byly vybrány stacionární fáze C18 plněné rozdílnými typy částic – 

kolony s celoporézními částicemi a  částicemi s pevným jádrem (core-shell) a také 

monolitické kolony. Jednotlivé kolony se lišily v délce, průměru i velikostí částic 

stacionární fáze.  Přehled použitých kolon je uveden na Obr. 23.  



  68 

 

Jako mobilní fáze byl zvolen 100% methanol na základě vlastních zkušeností z dříve 

vyvinutých metod pro dané analyty [106-108]. Analýzy byly prováděny při teplotách 25 

°C a 50 °C. U kolon Acquity HSS T3 a Shim-pack byla použita teplota pouze 45 °C 

z důvodu doporučení maximální operační teploty výrobcem. Objem nástřiku 

analyzovaného vzorku na kolonu byl u všech měření 1 µl. 

 

 

Obr. 23 – Použité kolony 

6.1.4.Výsledky 

Vybrané kolony byly testovány se záměrem nalézt optimální řešení pro rutinní 

stanovení hladin retinolu a α-tokoferolu v biologickém materiálu, séru a mateřském 

mléce. Z porovnávaných parametrů byly nejdůležitějšími účinnost kolony, rozlišení a 

rychlost analýzy. Veškeré výpočty byly prováděny podle USP. 

První porovnání naměřených dat bylo podle nejvyšší účinnosti kolony. Účinnost byla 

vypočítána jako počet teoretických pater na metr, jelikož při testování byly použity 

kolony o různé délce. Podmínky separace a hodnoty naměřených dat jsou uvedeny 

v Tabulka 2. Chromatogramy jsou pak znázorněny na Obr. 24. 
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kolona 

 

průtok 

(ml/min) 

 

T 

(°C) 

retinol α-tokoferol 

Rt 

(min) 

 

N/m 

Rt 

(min) 

 

N/m 

Kinetex C18 (2,6 μm, 100 x 4,6 mm) 0,5 50 2,62 89 650 4,54 148 740 

Kinetex C18 (2,6 μm, 150 x 4,6 mm) 1,0 50 1,97 93 307 3,21 134 093 

Chromolith HR RP-18e (100 x 4,6 mm) 1,5 50 1,25 82 910 1,90 131 870 

Kinetex C18 (2,6 μm, 50 x 4,6 mm) 0,5 50 1,43 59 720 2,32 101 000 

Shim-pack XR-ODS III (1,6 μm, 75 x 2,0 mm) 0,3 45 1,25 18 240 2,84 65 396 

Kinetex C18 (1,7 μm, 100 x 3,0 mm) 0,3 50 1,98 38 730 3,19 62 310 

Acquity HSS T3 (1,8 μm, 50 x 2,1 mm) 0,3 45 0,97 20 740 1,83 43 740 

Acquity BEH (1,7 μm, 100 x 2,1 mm) 0,3 50 1,42 16 760 2,34 37 880 

Tabulka 2 – Podmínky separace a její výsledky odpovídající nejvyšší účinnosti testovaných 

kolon 

Vysvětlivky: T – teplota (°C), Rt – retenční čas (min), N/m – počet teoretických pater na metr 

 

Nejvyšší účinnost měla kolona Kinetex o rozměrech 100 x 4,6 mm a velikostí částic 

2,6 µm při průtoku MF 0,5 ml a teplotě 50 °C. Celkový čas analýzy byl ale téměř 5 minut. 

Monolitická kolona nové generace Chromolith HighResolution (Chromolith HR) měla 

srovnatelnou účinnost s mnohem kratším časem analýzy.  
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Obr. 24 – Chromatogramy retinolu a α-tokoferolu dle srovnání nejvyšší účinnosti kolon 

 

V dalším porovnání jsou uvedeny výsledky analýz, u kterých čas analýzy 

nepřesahoval 2 minuty. Čas hraje v bioanalytické laboratoři velice důležitou úlohu. Navíc 

cílem bylo zkrátit čas oproti aktuálně používané metodě. 
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kolona a podmínky separace 

retinol α-tokoferol     

N/m Tf N/m Tf Rij 
VS 

(ml) 

TA 

(min) 

operační tlak 

na koloně (psi) 

Kinetex C18 (2,6 μm, 50 x 4,6 mm) 1,5 ml/min 25 °C 44 500 1,092 98 580 1,161 9,41 2,83 1,22 1 949 

Kinetex C18 (2,6 μm, 50 x 4,6 mm)1,0 ml/min 50 °C 49 180 1,029 87 680 1,258 6,74 1,35 1,35 1 013 

Kinetex C18 (2,6 μm, 100 x 4,6 mm) 2,5 ml/min 25 °C 43 280 1,107 90 920 1,063 14,43 3,60  1,44 4 701 

Kinetex C18 (2,6 μm, 100 x 4,6 mm) 2,0 ml/min 50 °C 46 680 1,120 93 740 1,057 10,98 3,00 1,50 2 927 

Kinetex C18 (2,6 μm, 150 x 4,6 mm) 2,5 ml/min 25 °C 60 620 1,091 108 100 1,065 18,26 5,83 1,93 6 814 

Kinetex C18 (2,6 μm, 150 x 4,6 mm) 2,5 ml/min 50 °C 54 240 1,077 91 427 1,038 12,59 4,83 1,53 5 398 

Kinetex C18 (1,7 μm, 100 x 3,0 mm) 1,1 ml/min 25 °C 24 500 1,278 63 690                                               1,288 10,62 1,58 1,44 7 077 

Kinetex C18 (1,7 μm, 100 x 3,0 mm) 0,9 ml/min 50 °C 24 040 1,215 44 400 1,420 6,77 1,19 1,32 4 300 

Chromolith HR RP-18e (100 x 4,6 mm) 3,0 ml/min 25 °C 52 400 1,109 97 260 1,048 13,04 4,47 1,49 2 532 

Chromolith HR RP-18e (100 x 4,6 mm) 2,5 ml/min 50 °C 58 400 1,105 90 340 1,062 9,24 3,5 1,40 1 748 

Acquity HSS T3 (1,8 μm, 50 x 2,1 mm) 0,7 ml/min 25 °C 13 813 1,350 42 720 1,340 7,25 0,95 1,36 4 636 

Acquity HSS T3 (1,8 μm, 50 x 2,1 mm) 0,5 ml/min 45 °C 17 600 1,320 38 860 1,450 6,37 0,72 1,43 2 613 

Shim-pack XR-ODS III (1,6 μm, 75 x 2,0 mm) 1,1 ml/min 45 °C 14 917 1,360 39 969 1,353 8,18 1,74 1,58 10 025 

Acquity BEH (1,7 μm, 100 x 2,1 mm) 0,9 ml/min 25 °C 12 517 1,261 27 487 1,183 8,12 1,44 1,60 10 402 

Acquity BEH (1,7 μm, 100 x 2,1 mm) 0,7 ml/min 50 °C 10 687 1,344 30 232 1,318 5,79 0,96 1,37 6 997 

Tabulka 3 – Podmínky separace a výsledky analýzy s časem trvání do 2 minut 

Vysvětlivky: N/m – počet teoretických pater na metr, Tf –faktor symetrie píku, Rij – rozlišení, VS – spotřeba mobilní fáze na analýzu, TA – doba trvání analýzy. 

Každá hodnota je průměrem 3 měření. 
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Nejkratší dobu analýzy dosáhla kolona Kinetex o rozměrech 50 x 4,6 mm za průtoku 

1,5 ml/min a teplotě MF 25 °C. Přes dostatečnou účinnost a nízkou spotřebu mobilní fáze 

byl tvar píku pro α-tokoferol v porovnání s ostatními kolonami nevyhovující.  

Překvapivé byly výsledky separace u kolon plněných celoporézními částicemi 

s velikostí do 2 µm. Separační účinnost a tvar píku nedosahovaly hodnot jako u kolon 

plněných částicemi o velikosti 2,6 µm. Monolitická kolona měla pak srovnatelné výsledky 

s kolonami plněnými core-shell částicemi jak v účinnosti, tak v krátkém čase analýzy a 

spotřebě MF.  

Podle získaných výsledků jsme pro následující měření vybrali kolony Kinetex o 

rozměru 100 x 4,6 s velikostí částic 2,6 µm, chromatografické podmínky – průtok 2,0 

ml/min, teplota MF 50 °C a Chromolith HR o rozměru 100 x 4,6 mm, chromatografické 

podmínky – průtok 2,5 ml/min, teplota MF 50 °C. Byla testována opakovatelnost nástřiku 

standardního roztoku, séra a mateřského mléka. Vzorky séra a mateřského mléka byly 

připraveny extrakcí z kapalné do kapalné fáze dle metod vyvinutých v naší laboratoři 

[106, 109]. Opakovatelnost byla hodnocena jako relativní směrodatná odchylka (RSD) 

retenčního času a plochy pod píkem  z 10 samostatně připravených vzorků. U retenčního 

času hodnota relativní směrodatné odchylky ani u jedné z kolon nepřesahovala 0,5 %. U 

hodnoty plochy pod píkem dosahovala kolona Chromolith HR RSD <1 % a kolona Kinetex 

<2 % [110]. Obě testované kolony požadavek splnily. 

Limit detekce byl vypočten jako trojnásobek hodnoty signál/šum (S/N). Limit 

kvantifikace byl vypočítán jako S/N x 10.  

Srovnání parametrů dříve vyvinutých metod ve Výzkumné laboratoři III. interní 

gerontometabolické kliniky s parametry nejlepších kolon v tomto experimentu je 

uvedeno v následující tabulce. 
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Metoda Urbánek et al.[106] Krčmová et al.[107] Plíšek et al.[108] Kučerová et al.[111]  

Kolona 
Chromolith RP-18e Chromolith RP-18e Kinetex C18 Chromolith HR RP-18e Kinetex C18 

(100 x 4,6 mm) (100 x 4,6 mm) (2,6 µm, 100 x 4,6 mm) (100 x 4,6 mm) (2,6 µm, 100 x 4,6 mm) 

Parametr retinol α-tokoferol retinol α-tokoferol retinol α-tokoferol retinol α-tokoferol retinol α-tokoferol 

VI (µl) 50 20 5 1 1 

MF 100% methanol 100% methanol 100% methanol 100% methanol 100% methanol 

FR (ml/min) 2,5 2,5 1,5 2,5 2,0 

T (°C) 25 25 49 50 50 

N   2 213 3 936 3 265 7 462 5 840 9 034 4 668 9 374 

HETP (µm)   45,1 28,3 31,0 13,0 17,1 11,1 21,4 10,7 

Tf   1,198 1,524 1,750 1,420 1,062 1,105 1,120 1,057 

W (min)   0,21 0,20 0,12 0,13 0,04 0,05 0,04 0,05 

LOD (nmol/l) 20,0 100,0 130,0 90,0 4,0 78,0 2,3 
 

6,4  2,5 5,8 

LOQ (nmol/l) 70,0 300,0 270,0 190,0 12,0 182,0 7,7  21,4  8,2 19,2 

TA (min) 1,8 1,8 1,75 1,4 1,4 

VS (ml) 450 450 263 350 300 

Tabulka 4 – Porovnání naměřených parametrů s metodami vyvinutými ve Výzkumné laboratoři III. interní gerontometabolické kliniky 

Vysvětlivky: VI – objem nástřiku (µl), MF – složení mobilní fáze, FR – průtok (ml/min), T – teplota (°C), N – počet teoretických pater,  HETP – výškový ekvivalent 

teoretického patra (µm), Tf – faktor symetrie píku, W – šířka píku na základně (min), LOD – limit detekce (nmol/l), LOQ – limit kvantifikace (nmol/l), TA – čas 

analýzy, VS – spotřeba mobilní fáze (ml)/100 analýz 
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Důležitým parametrem pro životnost kolony je hodnota zpětného tlaku na koloně 

během analýzy. Z tohoto důvodu jsme také porovnali hodnoty dosažených tlaků u všech 

testovaných kolon při změnách průtoků mobilní fáze (Obr. 25). 

Přestože maximální limit tlaku udaný výrobcem většiny testovaných kolon byl 

mnohem vyšší než dosahované hodnoty při analýzách, vysoký průtok nebyl u kolon 

testován, neboť retenční čas pro retinol dosahoval hodnot blízkých mrtvému času 

systému, a retinol nemohl být detekován. 

Nízký tlak na monolitické koloně je dán unikátní porózní strukturou její náplně. 

Core-shell kolony s malými částicemi jsou vytvořeny pro UHPLC systémy operujícími pod 

vysokým tlakem. 
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Shim-pack 1,6 μm (75 x 2,0 mm) 45 °C Shim-pack 1,6 μm (75 x 2,0 mm) 25 °C

 

Obr. 25 – Porovnání operačního tlaku na testovaných kolonách 
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6.1.5.Závěr 

Na základě získaných výsledků byla jako nejlepší kolona pro vývoj nové UHPLC 

metody pro rutinní stanovení retinolu a α-tokoferolu v biologickém materiálu vybrána 

monolitická kolona druhé generace Chromolith HighResolution o rozměrech 100 x 4,6 

mm. Objem nástřiku vzorku na kolonu chromatografického systému byl zvolen 1 µl a 

jako mobilní fáze použit 100% methanol s průtokem 2,5 ml/min a optimální teplotou 

analýzy 50 °C. Retenční čas retinolu byl 0,77 minuty a α-tokoferolu 1,19 minuty. Celkový 

čas analýzy byl 1,4 minuty. Na jednu analýzu bylo spotřebováno 3,5 ml mobilní fáze. 

Vyšší spotřeba mobilní fáze je kompenzována delší životností monolitické kolony oproti 

částicovým kolonám a její nižší cenou. Na základě našich zkušeností s monolitickými 

kolonami máme ověřeno, že na monolitické koloně je možné provést více než 1000 

analýz retinolu a α-tokoferolu v biologickém materiálu bez ztráty účinnosti kolony [107, 

112, 113]. Množství nástřiků vzorků biologického materiálu na kolonu plněnou core-

shell a celoporézními částicemi bez ztráty účinnosti je nižší [28, 114]. Životnost kolon lze 

samozřejmě prodloužit použitím předkolony a vhodnou úpravou analyzovaných vzorků. 

Monolitická kolona druhé generace, Chromolith HR, je srovnatelná a v některých 

parametrech dokonce lepší v porovnání s ostatními UHPLC kolonami použitými v tomto 

experimentu. Spojení monolitů v kombinaci s UHPLC je novým směrem, který spojuje 

výhody obou pro bioanalýzu. 
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6.2. STABILITA RETINOLU A α-TOKOFEROLU 

V MATEŘSKÉM MLÉCE 

 

Mateřské mléko je jedinou přirozenou a nenahraditelnou výživou pro novorozené 

děti, která obsahuje veškeré základní živiny důležité pro správný růst a vývoj jedince. 

Tyto živiny jsou v mléce přítomné v optimálním množství a poměru. Pokud tedy 

novorozenec nemůže být kojen vlastní matkou, měla by mu být poskytnuta 

plnohodnotná náhrada. Z tohoto důvodu jsou zřízeny mléčné banky, které zpracovávají 

mateřské mléko od dobrovolných dárkyň (matky s přebytky mateřského mléka či matky, 

jejichž děti jsou hospitalizovány na dětském oddělení).  

Složení mateřského mléka se mění v průběhu laktace. V prvních dnech po porodu se 

vytváří mlezivo (kolostrum), které je takzvaným prvním mlékem. Mlezivo se tvoří těsně 

před porodem a je produkováno 3 – 5 dní po něm. Je to hustá, smetanově žlutá tekutina, 

která je bohatá na proteiny a vitamíny a naopak neobsahuje téměř žádnou vodu, neboť 

ledviny novorozence ještě nejsou schopné ji zpracovat. Kolostrum je bohaté na vitamíny 

A a E, které ochraňují organizmus dítěte proti oxidačnímu stresu. Celkově mlezivo 

obsahuje mnoho vitamínů, minerálů, stopových prvků, bílkovin a růstových faktorů, 

které hrají důležitou roli v imunitním systému novorozence. V kolostru je vysoký obsah 

leukocytů, z nichž jsou až z 90 % makrofágy, které fagocytují bakterie a kvasinky. Zbylých 

10 % tvoří lymfocyty. 

Přibližně 40 hodin po porodu se začne vytvářet zralé mateřské mléko. Na začátku 

kojení dítě dostává tzv. přední mléko. Toto mléko obsahuje více vody a málo bílkovin a 

tuků. Slouží k hydrataci a zahnání žízně novorozence. Přední mléko se postupně mění na 

zadní mléko, které je hutné, krémové a bohaté na tuky a bílkoviny. Tímto mlékem dítě 

zažene hlad. 

Mateřské mléko donášejí dárkyně do mléčné banky buď čerstvé (max. 24 hodin po 

odsátí) nebo zmražené (dárkyně je ideálně vybavena lahvičkami z mléčné banky). 

Maximální doporučená doba skladování zmraženého mléka u dárkyně je 7 dní.  

V České republice se může nepasterizované mléko dávat pouze vlastním dětem. 

Exspirace čerstvého mléka je 24 hodin. Pokud je pak mléko určeno pro jiné novorozence, 

musí projít pasterizací. Během pasterizace se mléko ohřívá na 62,5 °C v pasterizační vaně 

po dobu 20 minut. Poté následuje prudké zchlazení na 10 °C během 10 minut. Nakonec je 
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mléko řízeně zamrazeno na teplotu -20 °C a uloženo v mrazícím zařízení. Takto 

zpracované mléko má exspiraci 3 měsíce. 

Cílem tohoto experimentu bylo zjistit, jaký efekt má proces pasterizace a následné 

skladování mléka na hladinu retinolu a α-tokoferolu po celou dobu jeho trvanlivosti (3 

měsíce). 

6.2.1.Přístrojové vybavení a chemikálie 

6.2.1.1.  Chromatografický systém 

Pro stanovení retinolu a α-tokoferolu v mateřském mléce byl využit HPLC systém 

Prominence (Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Součástí sestavy je autosampler Rack changer 

II pro mikrotitrační destičky, autosampler na vialky SIL/20AC (objem nástřiku 1,0 – 50,0 

µl) a degaser DGU-20A5. Mobilní fáze je poháněna dvěma pumpami LC20-AB (rozsah 

průtoku 0,0001 – 10,0 ml). Kolonový termostat CTO-20A lze nastavit na teploty 

v rozsahu teplot -10 až 85 °C. Analyty byly detekovány DAD detektorem SPD-M20A. 

Chromatografický systém komunikuje s počítačem komunikačním modulem CBM-20AC. 

Celá sestava je pak řízena softwarem LC Solution. 

6.2.1.2. Laboratorní vybavení 

Při přípravě standardních roztoků a vzorků mateřského mléka byly použity 

analytické váhy Sartorius ME5-0CE (Sartorius AG, Goettingen, Německo), termoblok 

Transsonic Ultrasonic Cleaning Units TP 680 DP (Elma, Singen, Německo), stolní 

třepačka LabDancer V (IKA, Staufen, Německo), horizontální laboratorní třepačka LT1 

(Sázava, ČR), termostat Stericell (BMT, Brno, ČR), centrifuga Eppendorf 5810-R 

(Hamburk, Německo) a laboratorní vakuová odparka Eppendorf concentrator 5301 

(Hamburk, Německo). 

6.2.1.3. Použité chemikálie 

Pro přípravu standardních roztoků byly použity následující látky: 

 Retinol, ≥ 97,0%, HPLC (Sigma Aldrich, Praha, ČR) 

 (±)-α-Tocopherol, synthetic, ≥96%, HPLC (Sigma Aldrich, Praha, ČR)  

Při přípravě standardních roztoků, vzorků před analýzou a jako mobilní fáze byla 

použita tato rozpouštědla: 

 n-hexan 96%, multisolvent HPLC grade (Scharlau Chemie, Sentmenat, 

Španělsko) 
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 Hydroxid draselný – peletky, pure Ph. Eur (AppliChem GmbH, Darmstadt, 

Německo) 

 Kyselina L-askorbová p. a. (Sigma Aldrich, Praha, ČR) 

 Ethanol absolute (Merck, Darmstadt, Německo) 

 Methanol, HPLC grade (Merck, Darmstadt, Německo) 

 Deionizovaná voda, Ultrapure water system (Goro, Praha, ČR) – připravena 

v laboratoři metodou reverzní osmózy a filtrace 

6.2.2.Sběr vzorků 

Vzorky mateřského mléka pocházely od zdravých matek ve věku 26 – 39 let. Délka 

kojení se pohybovala v rozmezí 7 až 53 dní. Pro studii bylo použito celkem 25 různých 

vzorků mléka. Veškeré vzorky použité ve studii byly na základě získání informovaného 

souhlasu od všech dárkyň. Tento postup schválila Etická komise Fakultní nemocnice 

Hradec Králové.  

Po doručení mléka do mléčné banky byly z každého vzorku odebrány 2 ml pro 

stanovení obsahu vitamínů před pasterizací. Mléko poté prošlo pasterizací. Ihned poté 

byly odebrány opět 2 ml pro stanovení hladiny vitamínů po pasterizaci. Zbytek mléka byl 

rozdělen do 5 zkumavek po objemu 4 ml, které byly do doby analýzy skladovány 

při teplotě -27 °C.  

Během studie jsme stanovovali hladiny retinolu a α-tokoferolu před a ihned po 

pasterizaci a dále pak po 1, 2, 4, 8 a 12 týdnech skladování. Každé stanovení bylo 

provedeno třikrát. 

6.2.3.Analýza vzorků 

6.2.3.1. Úprava vzorku před analýzou 

Extrakce retinolu a α-tokoferolu probíhala podle metody vyvinuté ve Výzkumné 

laboratoři III. interní gerontometabolické kliniky FNHK [109]. Mateřské mléko bylo 

ohřáto na vodní lázni na 37 °C za stálého míchání, aby bylo dostatečně homogenní a 

došlo k rovnoměrné distribuci tukových částic. Prvním krokem byla deproteinace – k 0,5 

ml vzorku byly přidány 2 ml chlazeného ethanolu (a). Aby se zabránilo oxidaci během 

saponifikace, byl přidán 1 ml čerstvě připravené kyseliny askorbové. Saponifikace 

probíhala působením 1 ml 10 M hydroxidu draselného při teplotě 80 °C ve tmě po dobu 

30 minut (b). Poté byly analyty extrahovány do 2 ml hexanu na horizontální třepačce (c). 
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Po centrifugaci (3220 x g, 10 minut, 4 °C) bylo odděleno 1,5 ml hexanové vrstvy (d), která 

byla odpařena ve vakuové odparce (45 °C) (e). Před HPLC analýzou byl odparek 

rozpuštěn v 375 µl methanolu. 

 

 

Obr. 26 – Úprava vzorku před analýzou (© foto Jan Honegr) 

6.2.3.2. Chromatografické stanovení 

Stanovení koncentrace cílových analytů ve vzorcích mateřského mléka bylo 

provedeno podle metody RP-HPLC rovněž vyvinuté ve Výzkumné laboratoři III. interní 

gerontometabolické kliniky [106]. Jako stacionární fáze byla použita monolitická kolona 

Chromolith Performance RP-18e (Merck, Darmstadt, Německo) o rozměrech 100 mm x 

4,6 mm. Jako mobilní fáze byl použit methanol, průtok 2,5 ml/min, teplota kolonového 

termostatu 25 °C. Retinol byl detekován pomocí DAD detektoru při vlnové délce 325 nm, 

α-tokoferol při 295 nm Celková doba analýzy byla 2 minuty. Na Obr. 27 je znázorněn 

chromatogram vzorku mateřského mléka z této studie, koncentrace retinolu 3,88 µmol/l,  

α-tokoferolu 24,93 µmol/l. 
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Obr. 27 – Chromatogram vzorku mateřského mléka 

 

Statistická analýza zhodnocení změn hladin vitamínů před a po pasterizaci a dále pak 

během skladování byla provedena softwarem NCSS 2007 (Kaysville, USA). Hladina 

statistické významnosti byla zvolena na úrovni p < 0,05. Pro porovnání možných změn 

hladin sledovaných vitaminů v mateřském mléce před pasterizací a po pasterizaci a 

během 12 týdnů skladování byly použity testy Anova a Mann Whitney. 

6.2.4.Výsledky analytické části 

6.2.4.1. Vliv pasterizace na koncentraci retinolu a α-tokoferolu 

První porovnání se zabývá vlivem pasterizace na koncentraci vitamínů A a E 

v mateřském mléce. Náš experiment potvrdil, že pasterizace statisticky významně 

nesnižuje koncentraci retinolu a α-tokoferolu v mateřském mléce (Tabulka 5). 

 

Analyt [µmol/l] 

Před pasterizací Po pasterizaci 

N Průměr SD N Průměr SD 

Retinol 25 1,88 1,31 25 1,89 1,14 

α-Tokoferol 25 14,91 9,40 25 14,55 9,35 

Tabulka 5 – Změna koncentrace analytů před a po pasterizaci 
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Vysvětlivky: N – počet vzorků, SD – směrodatná odchylka 

 Na Obr. 28 je grafické znázornění hladin retinolu a α-tokoferolu ve vzorcích 

mateřského mléka před a po pasterizaci (mediány se směrodatnými odchylkami a 

rozsahem koncentrací). 

Další částí sledování bylo hodnocení možné změny koncentrace retinolu a α-tokoferolu 

během skladování mateřského mléka při -27 °C v průběhu 12 týdnů. Doba 12 týdnů byla 

určena z důvodu maximální možné doby skladování mateřského mléka v Mléčné bance 

FNHK. Po uplynutí této doby nesmí být mléko použito a musí dojít k jeho likvidaci. 

Grafické znázornění změn hladin vitaminu A a E v průběhu skladování je uvedeno na Obr. 

29 (mediány, rozsah koncentrací). 
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Obr. 28 – Změny v koncentraci analytů v před a po pasterizaci mateřského mléka 
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Analyt 

 [µmol/l] 

1. týden 2. týden 4. týden 8. týden 12. týden 

N Průměr SD N Průměr SD N Průměr SD N Průměr SD N Průměr SD 

Retinol 19 1,88 1,04 19 1,90 1,08 19 1,96 1,15 15 1,82 1,00 15 1,82 1,06 

α-Tokoferol 19 13,63 7,08 19 13,49 7,20 19 13,97 7,41 15 13,95 6,31 15 13,17 3,38 

 Tabulka 6 – Změna koncentrace analytů během skladování 

 Vysvětlivky: N – počet vzorků, SD – směrodatná odchylka 
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Z uvedených výsledků vyplývá, že skladování mateřského mléka po dobu 12 

týdnů při teplotě -27 °C neovlivnilo statisticky významně hladinu sledovaných 

liposolubilních vitamínů. 

Obr. 29 – Změny v koncentraci analytů v průběhu skladování vzorků mateřského mléka 
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6.2.5.Závěr 

V rámci této studie byla testována stabilita vitamínů A a E v mateřském mléce během 

jeho zpracování a uskladnění v Mléčné bance Tkáňové ústředny FNHK. Výsledky ukázaly, 

že hladina sledovaných liposolubilních vitamínů retinolu a α- tokoferolu není ovlivněna 

pasterizací a ani následným skladováním při teplotě -27 °C po celou dobu stanovené 

trvanlivosti mléka. Změny hladin sledovaných vitamínů nebyly statisticky významné. 

Toto zjištění je důležité z důvodu zachování nutriční hodnoty takto zpracovaného mléka, 

které je podáváno předčasně narozeným dětem hospitalizovaným na Dětské klinice 

Fakultní nemocnice Hradec Králové, aby byly zachovány podmínky pro jejich správný 

růst a vývoj. 

Výsledky projektu jsou sepsány a připraveny k publikaci v odborném časopise pod 

názvem „The effect of processing and storage on α-tocopherol and retinol levels in 

human breast milk“. 
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6.3. VÝVOJ HPLC METODY PRO SIMULTÁNNÍ STANOVENÍ 

RETINOLU, α- A γ-TOKOFEROLU METODOU VNITŘNÍHO 

STANDARDU S FLUORESCENČNÍ DETEKCÍ 

 

Cílem této práce bylo vyvinout novou separační metodu pro simultánní stanovení 

retinolu, α- a γ-tokoferolu s využitím vnitřního standardu. α- a γ-Tokoferol jsou 

biologicky nejaktivnější formy vitamínu E. Metoda je určena pro stanovení těchto analytů 

v lipoproteinových vrstvách séra pacientů, kteří jsou léčeni na Separátorovém centrum 

IV. interní hematologické kliniky FN HK. 

6.3.1.Přístrojové vybavení a chemikálie 

6.3.1.1. Chromatografický systém 

Pro stanovení cílových analytů byl využit HPLC systém Prominence (Shimadzu, Kyoto, 

Japonsko). Jeho bližší specifikace je uvedena v kapitole 6.2.1.1. Pro detekci byl použit 

fluorescenční detektor RF-10AXL.  

6.3.1.2. Laboratorní vybavení 

Při přípravě standardních roztoků a vzorků před analýzou byly použity analytické 

váhy Sartorius ME5-0CE (Sartorius AG, Goettingen, Německo), ultracentrifuga Optima 

MAX-XP s rotorem MLA 15 (Beckman Coulters, Brea, Kalifornie, USA), stolní třepačka 

LabDancer V (IKA, Staufen, Německo), horizontální laboratorní třepačka LT1 (Kavalier, 

Sázava, Česká republika), centrifuga Eppendorf 5810-R (Hamburk, Německo) a 

laboratorní vakuová odparka Eppendorf concentrator 5301 (Hamburk, Německo). 

6.3.1.3. Použité chemikálie 

Pro přípravu standardních roztoků byly použity následující látky: 

 Retinol, ≥ 97,0%, HPLC (Sigma Aldrich, Praha, ČR) 

 (±)-α-Tocopherol, synthetic, ≥96%, HPLC (Sigma Aldrich, Praha, ČR)  

 (+)-γ-Tocopherol, ≥96%, HPLC (Sigma Aldrich, Praha, ČR) 

 rac-Tokol 50mg/ml (Matreya LLC, Pleasant Gap, Pensylvánie, USA) 

Při přípravě vzorků před analýzou a jako mobilní fáze byla použita tato rozpouštědla: 

 n-hexan (Sigma Aldrich, Praha, ČR) 
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 chlorid sodný (Merck, Darmstadt, Německo) 

 Ethanol denaturovaný 5% methanolem (Lachema, Brno, ČR) 

 Methanol, HPLC grade (Sigma Aldrich, Praha, ČR) 

 Acetonitril, CHROMASOLV® Plus, HPLC, ≥ 99,9% (Sigma Aldrich, Praha, ČR) 

 Deionizovaná voda, Ultrapure water system (Goro, Praha, ČR) – připravena 

v laboratoři metodou reverzní osmózy a filtrace 

6.3.2.Příprava zásobních a standardních roztoků 

Zásobní roztok retinolu byl připraven rozpuštěním přesně naváženého množství 

standardní látky v odměrné baňce methanolem o výsledné koncentraci 2 mmol/l.  

Pro primární rozpuštění α-, γ-tokoferolu a tokolu byl použit n-hexan. Výsledná 

koncentrace zásobního roztoku α-tokoferolu byla 2 mmol/l, γ-tokoferolu 2,4 mmol/l a 

tokolu 1 mmol/l.  

Koncentrace směsného standardu použitého při vývoji metody byla 1 µmol/l pro 

retinol, 20 µmol/l pro α-tokoferol, 10 µmol/l pro γ-tokoferol a 10 µmol/l pro tokol.  

Zásobní roztok retinolu byl uchován při -25 °C, zásobní roztok tokoferolů a vnitřního 

standardu při +4 °C a směsný standardní pracovní roztok při -25 °C. Stabilita takto 

připravených a uchovaných roztoků byla 6 měsíců. 

6.3.3. Vývoj metody 

Při výběru vhodné stacionární fáze pro zamýšlenou metodu bylo testováno několik 

C18 monolitických kolon a kolon s pevným jádrem. Rozhodujícím parametrem byla 

schopnost rozdělit α- a γ- tokoferol.  

Pro první testování byl jako mobilní fáze použit 100% methanol při průtoku 0,5 až 

2,5 ml/min. Z kolon byly na rozdělení α- a γ-tokoferolu zkoušeny následující, přičemž 

červeně označené kolony nerozdělily α- a γ-tokoferol, modře označené rozdělily analyty 

nedostatečně a zelené analyty rozdělily s dostatečným rozlišením: 

Monolitické kolony: 

 Chromolith Performance RP-18e (100 x 4,6 mm) 

 Chromolith Performance RP-18e (100 x 3 mm) 

 Chromolith Performance RP-18e (50 x 4,6 mm) 

 Chromolith Fast Gradient RP-18e (50 x 2 mm) 

 Chromolith HighResolution RP-18e (100 x 4,6 mm) 
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Kolony s pevným jádrem: 

 Ascentis Express C18 (2,7 µm, 50 x 4,6 mm) 

 Ascentis Express C18 (2,7 µm, 150 x 3 mm) 

 Kinetex C 18, (2,6 µm, 100 x 4,6 mm) 

 Sun Shell C18 (2,6 µm, 100 x 2,1 mm) 

 Accucore C18 (2,6 µm, 100 x 4,6 mm) 

 

Přestože kolona Kinetex dostatečně separovala cílové analyty, nebyla pro další vývoj 

testována z důvodu hraničního operačního tlaku chromatografického systému (3000 

psi).  

Následující optimalizace podmínek separace probíhala s kolonami Chromolith 

HighResolution o rozměrech 100 x 4,6 mm a Ascentis Express s velikostí částic 2,6 µm a 

rozměry 50 x 4,6 mm. Průtok mobilní fáze byl 1,5 ml/min. 

Pro lepší separaci tokoferolů byl k methanolu přidáván acetonitril. Čím vyšší byl 

poměr acentonitrilu v mobilní fázi, tím se snižovala odezva na detektoru pro α-tokoferol. 

U kolony Ascentis ani přidání různých poměrů acetonitrilu do mobilní fáze nezlepšilo 

tvar píků, které byly nadále široké s výrazným chvostováním. U kolony Chromolith HR 

jako optimální poměr methanolu a acetonitrilu se zachováním dostatečné separace 

analytů na koloně a jejich odezvy na detektoru s uspokojivým tvarem píku byl 85 % 

MeOH a 15 % ACN. 

U kolony Chromolith HR, která měla nejlepší výsledky separační účinnosti pro 

zamýšlené použití, byla ještě optimalizována teplota kolonového termostatu v rozsahu 

20, 25 a 30 °C. Při teplotě 20 °C bylo rozlišení srovnatelné s výsledky při teplotě na 

koloně 25 °C, ale tvar píku byl podstatně horší – píky byly širší s větším chvostováním. 

Při teplotě 30 °C se snížilo rozlišení mezi α- a γ-tokoferolem. 

6.3.4.Chromatografická metoda 

Pro simultánní stanovení retinolu, α- a γ-tokoferolu s vnitřním standardem byla 

použita kolona Chromolith HighResolution jako stacionární fáze. Mobilní fáze se skládala 

z 85 % metanolu a 15 % acetonitrilu. Teplota kolonového termostatu byla nastavena na 

25 °C. Pro zrychlení celkového času analýzy byl využit průtokový gradient mobilní fáze – 

první 0,9 minut byl průtok 2,0 ml/min, který byl následně zpomalen na 1,5 ml/min pro 

dostatečnou a uspokojivou separaci tokoferolů. Nástřik vzorku na kolonu byl 1 µl. 
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K detekci byl využit fluorescenční detektor. Pro retinol byla nastavena excitační vlnová 

délka na 325 nm a emisní na 480 nm. Pro tokoferoly a tokol byl detektor nastaven pro 

excitační vlnovou délku na 295 nm a emisní na 330 nm. Celkový čas analýzy byl 3 minuty. 

6.3.4.1. Vybrané validační parametry 

Metoda byla validována podle požadavků USP.  

Test vhodnosti systému 

analyt 
Rt 

[min] 
plocha N Tf 

W 
[min] 

Rij 

retinol 1,17 21 918 905 1,16 0,16  

tokol 1,81 619 294 1 997 1,18 0,17 3,92 

γ-tokoferol 2,33 363 276 2 875 1,15 0,17 3,05 

α-tokoferol 2,59 350 125 3 472 1,19 0,18 1,50 

Tabulka 7 – Test vhodnosti systému, nástřik 1 µl, koncentrace retinolu 2,5 µmol/l , tokolu 

10 µmol/l, γ-tokoferolu 5 µmol/l, α-tokoferolu 10 µmol/l 

Vysvětlivky: Rt – retenční čas, N – počet teoretických pater, Tf –faktor symetrie píku, WRij – 

rozlišení. 

Rozsah metody 

 retinol γ-tokoferol α-tokoferol 

kalibrační rozsah [µmol/l] 0,1 – 10 0,2 – 20 0,4 – 40 

determinační koeficient 0,9999 0,9999 0,9999 

LOD [nmol/l] 24 14 35 

LOQ [nmol/l] 80 48 118 

Tabulka 8 – Kalibrační rozsah metody 

Opakovatelnost 

 retinol tokol γ-tokoferol α-tokoferol 

Opakovatelnost nástřiku 

Retenční čas – RSD [%] 
0,29 0,19 0,17 0,12 

Opakovatelnost nástřiku 

Plocha píku – RSD [%] 
3,43 0,32 6,18 1,27 

Opakovatelnost extrakce 

Retenční čas – RSD [%] 
0,36 0 2,33 2,59 

Opakovatelnost extrakce 

Plocha píku – RSD [%] 
6,46 3,0 2,43 4,51 

Tabulka 9 – Opakovatelnost nástřiku a extrakce biologického materiálu (sérum) 
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6.3.5.Úprava vzorků před analýzou 

6.3.5.1. Ultracentrifugace lipoproteinových vrstev 

Vzorky plné srážlivé krve odebrané z periferní žíly po 12 hodinovém lačnění byly po 

přijetí vzorku v laboratoři centrifugovány (4 °C, 2 000 x g, 10 minut). Z odděleného séra 

se jedna část uložila při teplotě -20 °C a nižší. Druhá část byla použita pro rozdělení 

lipoproteinových vrstev.  

Lipoproteinové vrstvy (VLDL, LDL, HDL) byly ze séra separovány gradientovou 

ultracentrifugací v chloridu sodném (NaCl) v poměru 1:1 [115]. Pro oddělení VLDL 

vrstvy byl použit 0,9% NaCl. Pro rozdělení LDL a HDL pak 16,7% NaCl. Do roztoku NaCl 

byla přidána 0,1% EDTA, aby se zabránilo oxidaci lipoproteinů během ultracentrifugace. 

Ultracentrifugace probíhala při teplotě 10 °C, rychlosti 150 000 rpm (1 003 000 x g) po 

dobu 60 minut. Takto rozdělené lipoproteinové vrstvy byly skladovány při -20 °C do 

doby zpracování před následnou analýzou. 

6.3.5.2. LLE extrakce vitamínů A a E ze séra a lipoproteinových vrstev 

Sérum bylo zpracováno dle metody vyvinuté ve Výzkumné laboratoři III. interní 

gerontometabolické kliniky Fakultní nemocnice Hradec Králové [106]. V prvním kroku 

deproteinace je k 0,5 ml séra nebo lipoproteinové frakce přidáno 0,5 ml ethanolu 

denaturovaného methanolem s přídavkem interního standardu (tokolu) o koncentraci 10 

µmol/l. Následně jsou cílové analyty extrahovány do 2 ml hexanu na stolní třepačce. Po 

centrifugaci (4 °C, 2 000 x g, 10 minut) je hexanová vrstva odebrána a odpařena 

v koncentrátoru (vacuum, 45 °C, 15 minut). Před analýzou je odparek rozpuštěn v 0,4 ml 

methanolu. 
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Obr. 30 – Chromatogram séra a HDL lipoproteinové vrstvy – koncentrace retinolu v séru je 2,41 

µmol/l, v HDL 1,85 µmol/l. Koncentrace γ-tokoferolu v séru je 0,87 µmol/l, v HDL pak 0,44 

µmol/l. Koncentrace α-tokoferolu je v séru 15,73 µmol/l, v HDL vrstvě 8,24 µmol/l. 
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6.3.6.Závěr 

Byla vyvinuta nová analytická metoda pro simultánní stanovení retinolu, α- a γ-

tokoferolu v biologickém materiálu s využitím vnitřního standardu. Jako stacionární fáze 

byla po testování různých druhů kolon vybrána monolitická kolona, která se pro své 

vlastnosti s výhodou využívá při stanovení látek v biologickém materiálu. Metoda 

vnitřního standardu pak eliminuje případné ztráty během extrakčního postupu. Nová 

metoda je vhodná pro stanovení cílových analytů v séru a lipoproteinových vrstvách. 

Krátký čas analýzy (3 minuty) je výhodný pro série velkého počtu vzorků v klinické 

laboratoři.  
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7. ZÁVĚR 
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Dizertační práce se zabývá vývojem chromatografických metod pro stanovení 

vitamínů A a E v biologickém materiálu a jejich využitím v klinickém výzkumu, například 

pro sledování stability těchto vitamínů v mateřském mléce během zpracování 

(pasterizace) a následného skladování.  

Pro účel vývoje nové metody pro stanovení retinolu a α-tokoferolu v biologickém 

materiálu s využitím UHPLC systému byly porovnávány různé typy chromatografických 

kolon – monolitická kolona II. generace, kolony plněné celoporézními částicemi, kolony 

plněné povrchově porézními částicemi. Velikost částic byla v rozsahu 1,6 – 2,7 µm. 

Fluorescenční detekce vedla ke značnému zvýšení citlivosti metody pro cílové analyty 

oproti stávajícím metodám dostupným ve výzkumné laboratoři III. interní 

gerontometabolické kliniky Fakultní nemocnice Hradec Králové. Monolitická kolona nové 

generace Chromolith HighResolution prokázala nejlepší separační účinnost ze všech 

porovnávaných kolon.  

Nově byla vyvinuta HPLC metoda pro rutinní stanovení retinolu, α- a γ-tokoferolu 

s využitím vnitřního standardu a fluorescenční detekcí. Výhodou vnitřní standardizace je 

především eliminace ztrát cílových analytů během úpravy vzorku před analýzou. I u této 

metody se monolitická kolona nové generace Chromolith HighResolution ukázala jako 

nejlepší z testovaných kolon zamýšlených pro tento účel. Metoda byla validována 

v souladu s doporučeními regulačních autorit (v tomto případě USP) a může být použita 

pro stanovení analytů v séru a lipoproteinových vrstvách. 

Stabilitní studie vitamínů A a E v mateřském mléce, která byla řešena ve spolupráci 

s Mléčnou bankou Tkáňové ústředny FN HK dokázala, že pasterizace (62,5 °C po dobu 20 

minut) a ani následné uskladnění (-27 °C) nemá vliv na hladinu stanovovaných analytů a 

je tak zachována jeho nutriční hodnota. Toto zjištění je důležité pro zajištění správné 

výživy nedonošených a předčasně narozených dětí hospitalizovaných na Dětské klinice 

Fakultní nemocnice HK, kterým je mléko podáváno.  

Nově vyvinuté metody obohatily a rozšířily soubor metod Výzkumné laboratoře III. 

interní gerontometabolické kliniky a jsou využívány při řešení výzkumných projektů 

v rámci Fakultní nemocnice Hradec Králové. Nové poznatky byly publikovány 

v renomovaných analytických časopisech s impakt faktorem. 
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Development of new HPLC method for determination of retinol, alpha- and 

gamma-tocopherol using High Resolution monolithic column for bioanalysis  

Kučerová B., Krčmová L., Solichová D., Solich P. 

39th International Symposium on High-Performance-Liquid-Phase Separations and 

Related Techniques (HPLC 2013), Amsterdam, Netherlands, 16. – 20. 6. 2013 

Spoluautor: 

Development and validation of method for retinol and -tocopherol analysis in 

breast milk by HPLC-DAD using core-shell technology 

Plíšek J., Kašparová M., Vlčková H., Kučerová B., Krčmová L., Solichová D., Solich P. 

36th International Symposium on High-Performance Liquid Phase Separations and 

Related Techniques (HPLC 2011), Budapest, Hungary, 19. – 23. 6. 2011 
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New Way Of Sample Preparation Technique And Its Using in Clinical Research 

Plíšek J., Kašparová M., Kučerová B., Krčmová L., Solichová D., Solich P. 

Nordic Separation Science Society 6th Conference: Electromembrane Extraction, Riga, 

Latvia, 24. – 27. 8. 2011 

 

Advantageous Combination of Ultra Fast Liquid Chromatography and New Column 

Technologies for Clinical Testing of Liposoluble Vitamins 

Kašparová M., Plíšek J., Kučerová B., Krčmová L., Matysová L., Havlíková L., Solichová D. 

Nordic Separation Science Society 6th Conference: Electromembrane Extraction, Riga, 

Latvia, 24. – 27. 8. 2011 

 

LDL-apheresis in familial hypercholesterolemia is not associated with any harmful 

changes in pro- and antioxidative balance  

Bláha M., Kašparová M., Bláha V., Lánská M., Filip S., Plíšek J., Slanařová M., Svobodová I., 

Kučerová B., Solichová D.  

International Society for Apheresis Congress 2011, Vienna, Austria 14. 9. - 17. 9. 2011, 

poster oceněný 1st poster prize 

 

New monolithic stationary phases tested by UHPLC  

Krčmová L., Kučerová B., Solichová D., Solich P. 

The International Symposium on High Performance Liquid Phase Separations and 

Related Techniques 2012 (HPLC 2012),  Anaheim, California, USA, 16. 6. - 21. 6. 2012  

 

Importance of vitamin A, E and D monitoring in elderly  

Aufartová J., Plíšek J., Krčmová L., Kasalová E., Červinková B., Kučerová B., Hegerová P., 

Dědková Z., Solichová D., Sobotka L., Solich P.  

XXIX. Mezinárodní kongres Společnosti klinické výživy a intenzivní metabolické péče, 

Hradec Králové, ČR, 7. - 9. 3. 2013 

 

Application of Modern Separation Tools in Clinical Research of Liposolubile 

Vitamins  

Solichová D., Krčmová L., Plíšek J., Aufartová J., Kasalová E., Kučerová B., Solich P.  

9th Balaton Symposium on High-Performance Separation Methods, Siófok, Hungary, 4. - 

6. 9. 2013 – oceněný poster patřící mezi 12 nejlepších na konferenci 
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Modern Sample Preparation Tools for Clinical Research  

Solichová D.,  Kujovská Krčmová L., Plíšek J., Aufartová J., Kasalová E., Červinková B., 

Honegrová B., Solich P., Sobotka L. 

16th International Symposium on Advances in Extraction Technologies – ExTech 2014,  

Chania, Crete, Greece, 25. – 28. 5. 2014 

 

Modern Separation of Liposolubile Vitamins in Clinical Research  

Solichová D., Kujovská Krčmová L., Plíšek J., Aufartová J., Kasalová E., Honegrová B., Solich 

P.  

9th International Conference on Instrumental Methods of Analysis – Modern Trends and 

Applications (IMA 2015),  Kalamanta, Greece, 20. - 24. 10. 2015 
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9.3. PŘEDNÁŠKY PREZENTOVANÉ NA KONFERENCÍCH 

Prezentující autor: 

Stability of retinol and α-tocopherol in human breast milk  

Kučerová B., Plíšek J., Hrůšová E., Solichová D., Solich P 

2. Postgraduální vědecká konference Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci 

Králové, Hradec Králové, ČR, 31. 1. -1. 2. 2012 

 

Monitoring of alpha-tocopherol and retinol in patients treated by extracorporeal 

elimination of lipoproteins  

Kučerová B., Plíšek J., Solichová D., Bláha M., Sobotka L., Solich P. 

3. Postgraduální & 1. Postdoktorandská vědecká konference Farmaceutické fakulty 

Univerzity Karlovy v Hradci Králové, Hradec Králové, ČR, 29. - 30. 1. 2013 

 

Development of new HPLC method for simultaneous determination of retinol, 

alpha- and gamma-tocopherol using High Resolution monolithic column for 

bioanalysis  

Honegrová B., Kujovská Krčmová L., Solichová D., Solich P. 

4. Postgraduální & 2. Postdoktorandská vědecká konference Farmaceutické fakulty 

Univerzity Karlovy v Hradci Králové, Hradec Králové, ČR, 28. - 29. 1. 2014 

Spoluautor: 

Advantages of monolithic columns in combination with modern technologies for 

HPLC analysis in clinical research  

Krčmová L., Solichová D., Kašparová M., Plíšek J., Kučerová B., Solich P. 

11th International Nutrition & Diagnostic Conference (INDC 2011), Brno, ČR, 28. 8. - 31. 

8. 2011 

 

Determination of retinol and alpha-tocopherol in biological fluids by UFLC and 

HPLC with various modern sample preparation techniques  

Krčmová L., Solichová D., Kašparová M., Plíšek J., Kučerová B., Sobotka L., Solich P. 

Instrumental Methods of Analysis – Modern Trends and Applications (IMA 2011), Chania, 

Crete, Greece, 18. – 22. 9. 2011 
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HPLC method for determination of retinol and alpha-tocopherol in breast milk 

using core-shell technology  

Plíšek J., Kašparová M., Kučerová B., Solichová D., Solich P. 

2. Postgraduální vědecká konference Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradci 

Králové, Hradec Králové, ČR, 31. 1. -1. 2. 2012 

 

Extracorporeal techniques connected to modern analytical methods in clinical 

research  

Krčmová L., Solichová D., Bláha M., Bláha V., Kašparová M., Plíšek J., Kučerová B., Hrůšová 

E., Solich P.   

12th International Nutrition & Diagnostic Conference (INDC 2012), Praha, ČR, 27. 8. – 30. 

8. 2012 

 

Effect of pasteurization and storage on α-tocopherol and retinol in human breast 

milk  

Kasalová E., Honegrová B., Solichová D., Solich P.   

4. Postgraduální & 2. Postdoktorandská vědecká konference Farmaceutické fakulty 

Univerzity Karlovy v Hradci Králové, Hradec Králové, ČR, 28. - 29. 1. 2014 
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9.4. SPOLUÚČAST NA ŘEŠENÝCH GRANTECH 

Člen řešitelského kolektivu grantu IGA MZ ČR NS/9743: Patogeneze malnutrice při 

renálním selhání a vliv léčebné intervence 

Hlavní řešitel: prof. MUDr. Vladimír Bláha, CSc. 

 

Člen řešitelského kolektivu grantu IGA MZ ČR NT/13566: Tkáňové trauma a pooperační 

stres u pacientek s chirurgicky léčenými časnými stádii karcinomu endometria 

Hlavní řešitel: prof. MUDr. Radovan Pilka, Ph.D. 

Hlavní řešitel ve Fakultní nemocnici HK: doc. RNDr. Dagmar Solichová, Ph.D. 

 

Člen řešitelského kolektivu grantu IGA MZ ČR NT/14265: Využití ultra vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie s hmotnostní detekcí pro stanovení vitaminu D a jeho 

metabolitů pro klinickou praxi 

Hlavní řešitel: RNDr. Lenka Krčmová Kujovská, Ph.D. 

 

Spoluřešitel grantu FRVŠ 121/2013/G6: Optimalizace extrakce na pevné fázi pro 

chromatografické stanovení vitaminů A a E v biologickém materiálu – jako úloha do 

praktického cvičení 

Hlavní řešitel: Mgr. Eva Kasalová 
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10. PŘÍLOHY 
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10.1. PŘÍLOHA I. RAPID SAMPLE PREPARATION 

PROCEDURE FOR DETERMINATION OF RETINOL AND 

ALPHA-TOCOPHEROL IN HUMAN BREAST MILK  

Kašparová M., Plíšek J., Solichová D., Krčmová L., Kučerová B., Hronek M., Solich P. 

Talanta 93, 2012, p. 147-152 (citováno 2x, IF2012 – 3,498)  
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10.2. PŘÍLOHA II. APPLICATION OF CORE-SHELL 

TECHNOLOGY FOR DETERMINATION OF RETINOL AND 

ALPHA-TOCOPHEROL IN BREAST MILK 

Plíšek J., Kašparová M., Solichová D., Krčmová L., Kučerová B., Sobotka L., Solich P. 

Talanta 107, 2013, p. 382-388 (citováno 0x, IF2013 – 3,511) 
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10.3. PŘÍLOHA III. COMPARISON OF A NEW HIGH-
RESOLUTION MONOLITHIC COLUMN WITH CORE-SHELL 

AND FULLY POROUS COLUMNS FOR THE ANALYSIS OF 

RETINOL AND ALPHA-TOCOPHEROL IN HUMAN SERUM 

AND BREAST MILK BY ULTRA-HIGH-PERFORMANCE 

LIQUID CHROMATOGRAPHY 

Kučerová B., Krčmová L., Solichová D., Plíšek J., Solich P.  

Journal of separation science 35 (14), 2013, p. 2223-2230 (citováno 2x, IF2013 – 2,594) 
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10.4. PŘÍLOHA IV. THE EFFECT OF LDL-APHERESIS AND 

RHEOHAEMAPHERESIS TREATMENT ON VITAMIN E 

Solichová D., Bláha M., Aufartová J., Kujovská Krčmová L., Plíšek J., Honegrová B., 

Kasalová E., Lánská M., Urbánek L., Sobotka L. 

Journal of Nutritional Science and Vitaminology 61, 2015, p. 105-112 (citováno 0x, IF2014 

– 0,827) 
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10.5. PŘÍLOHA V. BLOOD LEVELS OF ANTIOXIDANTS DURING 

AGE-RELATED MACULAR DEGENERATION TREATMENT 

BY RHEOHAEMAPHERESIS 

Aufartová J., Bláha M., Kasalová E., Honegrová B., Červinková B., Kujovská Krčmová L., 

Plíšek J., Lánská M., Sobotka L., Solichová D. 

Biomedical Papers 159 (3), 2015, p. 400-406 (citováno 0x, IF2014 – 1,200) 
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