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Úvod 

Přírodní léčiva stále představují významnou skupinu prostředků 

používaných k léčbě či prevenci různých onemocnění. Léčivé rostliny a 

fytoterapeutika, tedy léčivé prostředky připravené z léčivých rostlin, tvoří přibližně 

25% všech předepisovaných léčiv a zhruba polovinu podílu volně prodejných 

léčivých přípravků [1]. Přestože jsou léčiva přírodního původu zařazována spíše 

do oblasti alternativní medicíny, jejich praktické využití, jak při léčbě akutních 

zdravotních problémů, tak jako prevence či doplňková terapie, je zcela nesporné, 

o čemž svědčí i fakt, že v lékárnách neustále roste prodej doplňků stravy 

založených na ryze přírodní bázi a také zvyšující se zájem pacientů o jejich 

zdravotní stav.  

Významnou skupinou látek, které hrají důležitou roli v ochraně organismu 

před negativním působením vnějšího prostředí, jsou antioxidanty – současný trend 

zdravého životního stylu. Antioxidanty jsou látky omezující aktivitu volných 

radikálů, které vznikají v lidském těle působením různých škodlivin z životního 

prostředí či stravy, ale například i při fyzické aktivitě. Volné radikály prokazatelně 

přispívají ke vzniku a průběhu diabetu, zánětů a nádorů, neurodegenerativních 

chorob či kardiovaskulárních onemocnění a podporují stárnutí [2, 3, 4]. Agresivita 

kyslíkových radikálů je dána snahou vytrhnout z jiné sloučeniny chybějící elektron, 

čímž vzniká řetězová reakce, jejímž produktem je opět volný radikál. Proto je 

potřeba tyto látky v těle eliminovat. Přísun antioxidantů v přirozené formě pomáhá 

chránit organismus před oxidativním poškozením prostřednictvím zhášení volných 

radikálů. Mezi nejvýznamnější přirozené antioxidanty patří vitamíny A, E, C, dále 

karotenoidy, fenolické látky a některé sloučeniny selenu [5]. Současný klinický 

výzkum je zaměřen také na sledování role antioxidačních vitamínů (A, E) 

v prevenci a terapii nádorových onemocnění [6]. 

Přírodní léčiva v přirozené formě či v podobě komerčně vyráběného 

doplňku stravy musí splňovat určitá kritéria z hlediska bezpečnosti a účinnosti. 

Hodnocení obsahu účinných látek v přírodním materiálu, jakož i monitorování 

hladin různých látek v biologických vzorcích, je již dlouhou dobu zájmem 

analytických chemiků, jejichž úkolem je vyvíjet vhodné analytické postupy pro 

separaci, identifikaci a kvantifikaci sledovaných analytů ve vzorku. Při vývoji 

analytických metod je hlavní důraz kladen na jednoduchost, rychlost, vysokou 

citlivost a opakovatelnost celého postupu. Moderní instrumentace a nové trendy v 
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oblasti analytické chemie velkou měrou přispívají k úspěšnému řešení 

analytických úkolů se zaměřením na analýzu rozmanitých látek s biologickým 

účinkem v komplexních matricích.  
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1 Cíl práce 

Analýza látek s antioxidační aktivitou či jiných biologicky účinných sloučenin 

je předmětem studia mnoha analytických laboratoří. Tato disertační práce je 

zaměřena na využití různých separačních metod pro analýzu farmaceuticky 

zajímavých látek přírodního původu s cílem vyvíjet vhodné analytické postupy pro 

hodnocení daných látek jak na úrovni standardů, tak v přírodním či biologickém 

materiálu anebo v doplňcích stravy. Předmětem mého vědeckého zájmu se stala 

různorodá skupina látek, jejichž společným jmenovatelem je významná 

antioxidační aktivita. Patří sem polyfenolické látky, vícenenasycené mastné 

kyseliny a vitamíny A a E. Fenolické látky vykazující jiné než antioxidační účinky 

jsou obsaženy v hořci žlutém (Gentiana lutea L.), jehož analýza byla jedním 

z posledních řešených témat a uzavírá tak pestrou skupinu studovaných 

sloučenin. 

Před započetím vlastní praktické činnosti bylo důležité, aby byl důkladně 

prostudován biologický význam vybraných látek, jejich fyzikálně-chemické 

vlastnosti a již publikované možnosti analýzy. K tomu bylo využito odborné 

literatury – české i zahraniční učebnice, Český lékopis a původní vědecké 

publikace získané z dostupných databází (Web of Science, Science Direct, 

Analytical Abstracts, vyhledávač Google).  

V rámci studia látek s antioxidační aktivitou byla pozornost zaměřena 

především na fenolické kyseliny představující významnou skupinu polyfenolických 

látek a na možnosti jejich analýzy pomocí moderních separačních technik, 

konkrétně plynové chromatografie (GC). Jako předseparační krok nezbytný pro 

zakoncentrování cílových analytů pro dosažení vyšší citlivosti byla zvolena metoda 

mikroextrakce na tuhou fázi (SPME) ve spojení s GC.  

Další skupinu studovaných látek představují vícenenasycené mastné 

kyseliny (PUFA), což jsou esenciální látky, které kromě hlavních účinků (úprava 

hladin cholesterolu a nasycených tuků, snižování nadměrné krevní srážlivosti, 

příznivé působení na kožní problémy atd.) vykazují i antioxidační vlastnosti díky 

přítomnosti konjugovaného systému dvojných vazeb. Hlavním zdrojem těchto 

kyselin je rybí tuk, který je na trhu dostupný ve formě želatinových kapslí, 

s uvedenými hladinami nejaktivnějších látek - eikosapentaenové (EPA) a 

dokosahexaenové (DHA) kyseliny. Cílem mého studia mastných kyselin byla jejich 
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analýza pomocí plynové chromatografie a kontrola obsahu EPA a DHA v různých 

parafarmaceutických přípravcích s obsahem rybího tuku.  

Vitamíny A a E patří k nejdůležitějším přirozeným antioxidantům. Vedle 

jejich antioxidační aktivity je v současné době zaměřena pozornost na 

monitorování hladin těchto látek v lidském séru u onkologických pacientů za 

účelem nalezení souvislostí mezi jejich příjmem a vlivem na léčbu nádorových 

onemocnění. Retinol (hlavní složka vitaminu A) a α-tokoferol (nejčastější forma 

vitaminu E) jsou rutinně stanovovány pomocí kapalinové chromatografie s UV 

detekcí. Novým trendem v oblasti HPLC je uvedení inovativní techniky Ultra 

účinné kapalinové chromatografie (UPLC), která umožňuje vysoce účinnou a 

rychlou separaci látek díky použití hybridních stacionárních fází s velmi malým 

průměrem částic (1,7 µm) a vysokých provozních tlaků. Aplikace UPLC přináší 

významnou úsporu času i množství mobilní fáze, jak bylo studováno v rámci úkolu 

stanovení retinolu a α-tokoferolu v lidském séru. Součástí této práce bylo také 

srovnání nové UPLC metody s tradiční kapalinovou chromatografií a HPLC 

s využitím monolitní stacionární fáze, a to na úrovni rychlosti, účinnosti, 

validačních parametrů a celkové finanční náročnosti jednotlivých metod. 

V návaznosti na tento projekt byl zahájen vývoj UPLC metody pro 

stanovení dalších látek ze skupiny vitamínů A a E ve spojení s hmotnostně-

spektrometrickou detekcí. Cílem je vyvinout vhodný postup pro současné 

stanovení retinolu, kyseliny retinové a α-, γ- a δ- tokoferolu v lidském séru pomocí 

techniky UPLC-MS s dosažením co nejvyšší citlivosti daného stanovení. 

Posledním řešeným tématem byla optimalizace a validace metody pro 

separaci obsahových látek hořce (Gentiana lutea L.) pomocí kapilární 

elektroforézy (CE), které jsem se věnovala v rámci studijního pobytu na Univerzitě 

Innsbruck. Hořcový kořen (Gentianae radix) obsahuje pestrou škálu různých 

sloučenin, z nichž nejvýznamnější jsou hořké sekoiridoidy a xantony a jejich CE 

stanovení představuje zajímavou alternativu k tradičnímu použití kapalinové 

chromatografie.  

Vzhledem k širokému záběru používaných separačních metod je nasnadě 

zamyslet se nad výhodami a nevýhodami jednotlivých technik a jejich využitím 

v analýze biologicky aktivních látek, především sloučenin vykazujících antioxidační 

aktivitu. Různé skupiny látek jsou tradičně analyzovány ustálenými, „zaběhnutými“ 

metodami. Z hlediska alternativních přístupů a nových trendů v analytické chemii 
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se nabízí mnoho možností jak moderně a inovativně přistoupit k analýze 

farmaceuticky zajímavých látek.  
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2 Teoretická část – studované látky 

2.1 Látky s antioxida ční aktivitou 

Společnou vlastností látek, jež byly předmětem mého studia, je jejich 

vysoký antioxidační potenciál a možné využití v prevenci a terapii různých 

onemocnění způsobených vlivem oxidačního stresu. Vzhledem k obsáhlosti a 

složitosti problematiky týkající se vzniku volných radikálů v organismu, jejich 

působení a také mechanismů obrany proti oxidačnímu stresu, bude první část 

teoretického úvodu věnována stručnému objasnění biochemických procesů a 

vysvětlení funkce antioxidantů v lidském těle. 

  

2.1.1 Vznik volných radikál ů, oxida čního stresu a funkce 

antioxidant ů 

[Kapitola byla kromě odkazů uvedených v textu vypracována ze zdrojů 7, 8, 9] 

Vznik volných kyslíkových radikál ů a reaktivních kyslíkových částic  

Volné radikály jsou molekuly nebo jejich části nesoucí jeden či více 

nepárových elektronů. Přítomnost nepárového elektronu způsobuje vysokou 

reaktivitu těchto částic, čímž dochází k napadání vazeb v jiných molekulách za 

vzniku dalších radikálů a vzniká tak řetězová reakce. Z hlediska působení v živých 

organismech jsou za nejvýznamnější považované především kyslíkové radikály a 

jejich metabolické produkty, souhrnně označované jako tzv. reaktivní kyslíkové 

částice (ROS - reactive oxygen species). Neméně významné jsou také jejich 

dusíkaté analogy – RNS (reactive nitrogen species).  

Volné radikály a reaktivní částice hrají v biologických systémech dvojí roli. 

Jednak působí prospěšně – účastní se obranných mechanismů při bakteriální či 

virové infekci a podílí se na signalizačních procesech v buňce, naopak ve vyšších 

koncentracích způsobují poškození buněk, lipidových membrán, proteinů či DNA. 

Tyto škodlivé účinky ROS a RNS jsou za normálních okolností vyváženy 

antioxidačním účinkem přirozených antioxidačních mechanismů (enzymových i 

neenzymových). 

Volné radikály vznikají v organismu přirozeně jako vedlejší produkty 

normálního či patologicky změněného metabolismu, ale navíc pronikají do těla i 
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z vnějšího prostředí. Proto rozlišujeme endogenní a exogenní příčiny tvorby ROS 

a RNS. V dýchacím řetězci dochází v mitochondriích ke spotřebě kyslíku O2 za 

vzniku energie a jako nevyhnutelné vedlejší produkty tohoto procesu vznikají volné 

superoxidové radikály O2·, které tvoří přibližně 1-2% celkové spotřeby kyslíku. 

Samovolně nebo působením superoxiddismutázy (SOD) dochází k přeměně na 

peroxid vodíku H2O2, který sice nemá nepárový elektron, ale je neméně reaktivní a 

má schopnost pronikat přes buněčné membrány. H2O2 je přirozeně odbouráván 

působením enzymů katalázy (CAT) a glutathion-peroxidázy (GPX) na vodu, 

ovšem v přítomnosti železnatých či měďnatých kationtů se rozkládá za vzniku 

vysoce nebezpečného hydroxylového radikálu OH· (tzv. Fentonova reakce). 

Schéma řetězové reakce je znázorněno na Obrázek 1.  

 

 

 

Obrázek 1: Schematické znázorn ění vzniku volných kyslíkových radikál ů a 
reaktivních kyslíkových částic (ROS) 
 

Při virové nebo bakteriální infekci, ale i při chronickém zánětu, se 

organismus brání tvorbou oxidantů jako NO, O2·, H2O2 či chloristanových radikálů 

ClO·; podobně jsou odbourávány toxické látky přijaté z potravy, a to 

prostřednictvím enzymů cytochromu P450 za vzniku vedlejších oxidačních 

produktů. Volné radikály  jsou tvořeny také po intenzivní fyzické námaze. 

Za vznik radikálů z tzv. exogenních příčin jsou zodpovědné četné faktory 

související s negativním působením vnějšího prostředí. Patří sem cigaretový kouř, 

UV, rentgenové a gama záření nebo nesprávná strava – železo obsažené v mase 
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v podobě barviva hem katalyzuje již zmíněnou Fentonovu reakci a opět vznikají 

nebezpečné radikály. [2, 3, 4, 10, 11, 12] 

 

Peroxidace lipid ů jako zdroj volných radikál ů 

Lipidy slouží v těle jako zdroj energie či tepelná izolace a také jsou důležité 

pro správnou funkci nervové tkáně. Lipoproteiny (kombinace tuků a proteinů) jsou 

nezbytnou součástí buněčných membrán a umožňují transport lipidů krví. 

Konjugované dvojné vazby obsažené v molekulách nenasycených mastných 

kyselin snadno podléhají oxidaci za vzniku nebezpečných peroxidových radikálů. 

Peroxidace lipidů je řetězová reakce poskytující neustálý přísun volných radikálů, 

které působí další peroxidaci a mohou mít ničivé účinky [13]. Schéma peroxidace 

lipidů a vznik volných radikálů je znázorněno na Obrázek 2. 

 

 
Obrázek 2: Peroxidace lipid ů. Reakce je iniciována sv ětlem nebo ionty kov ů. Peroxidaci 
podléhají mastné kyseliny obsahující t ři a více dvojných vazeb. [13] 

 

Oxida ční stres 

Pro správnou funkci organismu je nezbytné, aby byla udržena rovnováha 

mezi volnými radikály (oxidanty) a látkami, které jsou schopné reaktivní částice 

odstraňovat (antioxidanty). Při nadměrné produkci volných radikálů či při 

nedostatečné funkci obranných antioxidačních mechanismů vzniká tzv. oxidační 

stres. Jeho příčinou může být opět vlastní tělní metabolismus (např. při zánětlivé 

reakci) anebo vnější stresory životního prostředí (smog, výfukové plyny, ozón, 

chemická rozpouštědla, plísňové toxiny, psychické napětí). Oxidační stres má za 

následek vratné či nevratné změny v organismu a může vést ke vzniku závažných 

onemocnění jako rakovina, kardiovaskulární onemocnění, zánětlivé procesy, 

neurodegenerativní choroby či snížená aktivita imunitního systému. Většina těchto 
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projevů také souvisí s věkem. Oxidativní poškození se po celý život hromadí, a 

proto se ve vyšším věku častěji vyskytují choroby způsobené vlivem oxidačního 

stresu. [2, 3, 4] 

 

Antioxida ční obranné mechanismy 

K nezbytným předpokladům správné činnosti organismu patří přirozená 

schopnost odstraňovat volné radikály a napravovat poškození vzniklá jejich 

škodlivým působením. Antioxidační obranné mechanismy zahrnují dvě základní 

skupiny antioxidantů. Páteř obranných procesů uvnitř buňky tvoří enzymové 

systémy zastoupené enzymy superoxiddismutásou (SOD), která odbourává 

superoxidový radikál na peroxid vodíku, katalázou (CAT), která přeměňuje peroxid 

vodíku na kyslík a vodu a glutathion-peroxidázou (GPX), která kromě peroxidu 

vodíku umí zničit i nebezpečný hydroxylový radikál, a to s pomocí glutathionu 

(GSH), jenž funguje jako donor elektronu. Ve zdravém organismu nepodléhajícím 

oxidačnímu stresu jsou tak volné radikály udržovány na nízké hladině pomocí 

vyváženého účinku těchto antioxidačních enzymů. 

Druhou, neméně důležitou skupinu antioxidantů představují neenzymoví 

„sběrači“ volných radikálů zastoupené různými lipofilními a hydrofilními molekulami 

či částmi bílkovin, které likvidují volné radikály a jejich kyslíkové metabolity (ROS) 

uvnitř i vně buňky. Mezi tělu vlastní endogenní antioxidanty patří glutathion, 

kyselina močová, bilirubin či ubichinon (koenzym Q10). Glutathion kromě výše 

zmíněné funkce dárce elektronu při odbourávání H2O2 pomocí GPX i sám 

vychytává volné superoxidové a hydroxylové radikály, a dokonce je schopen i 

opravit některá poškození DNA. V současné době je však největší pozornost 

věnována exogenním antioxidantům zastoupeným lipofilními a hydrofilními 

vitamíny – vitamín E (především α-tokoferol), β-karoten (metabolický prekurzor 

vitamínu A), vitamín C a v neposlední řadě přírodními polyfenolickými látkami 

(flavonoidy a fenolické kyseliny) či stopovými prvky (selen, zinek). Určité 

antioxidanty jsou schopné regenerovat jiné antioxidanty a tím obnovit jejich 

původní funkci. Příkladem mohou být redoxní cykly vitamínů E a C, kdy kyselina 

askorbová regeneruje α-tokoferol v membránách a lipoproteinech. [4, 10, 11, 12] 
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Antioxida ční terapie 

Vzhledem k vědecky prokázanému vlivu oxidačního stresu na vznik a 

progresi rakoviny je již několik desetiletí upřena pozornost na použití exogenních 

antioxidantů v prevenci a terapii nádorových onemocnění. Nelze ovšem 

zjednodušeně říci, jestli užívání antioxidantů jak v přirozené formě (tedy 

konzumací ovoce a zeleniny) tak ve formě potravních doplňků, má prospěšný vliv 

na prevenci či terapii rakoviny. V současné době probíhá ve vědeckých sférách 

rozsáhlá diskuze na toto téma, přičemž názory a také vědecky podložené výsledky 

různých studií jsou rozporuplné. 

V 60. a 70. letech minulého století byly postupně objeveny biologické 

účinky antioxidantů a jejich vliv na vznik různých onemocnění. Proto není 

překvapivé, že se velmi rozšířilo běžné užívání antioxidantů ve formě potravních 

doplňků. O nějaký čas později však stále více vyplouvaly na povrch i jiné než 

prospěšné účinky těchto látek, především vitaminu E, C, β-karotenu a selenu.  

Dokonce byly prokázány i zhoubné účinky antioxidantů vysvětlené na základě 

teorie, že buňky lidského těla pro svoji normální funkci potřebují reaktivní kyslíkové 

částice a volné radikály, a to například pro uskutečnění apoptózy (řízená smrt 

buňky) u rozpoznaných pre-kancerogenních či jinak změněných buněk. Ve studii 

Amese a kol. z roku 1993 [4] je diskutován význam konzumace antioxidantů 

v ovoci a zelenině s takovým závěrem, že dostatečný přísun těchto potravin je 

spojen s nižším rizikem vzniku degenerativních onemocnění, a naopak 

nedostatečná konzumace vede k vyššímu výskytu těchto nemocí. Naopak Dreher 

a Junod v roce 1995 [11] publikovali práci, kde připouští, že vysoké hladiny α-

tokoferolu v séru souvisí se sníženým výskytem rakoviny, ale přísun Vitaminu E a 

β-karotenu v doplňcích stravy nesnížil incidenci rakoviny plic u kuřáků. Nejnovější 

studie z let 2006-2007 [12, 14, 15, 16, 17] se již plně zabývají tzv. paradoxem role 

antioxidantů („antioxidant paradox“) a diskutují o zajímavém rozporu vyplývajícího 

ze dvou faktů: 1. antioxidanty prokazatelně vychytávají volné radikály, které 

způsobují poškození tkání a tím vyvolávají nebezpečná onemocnění, avšak 2. 

konzumace antioxidačních doplňků nesnižuje výskyt rakoviny a naopak může 

v některých případech i škodit. 

Druhou neméně kontroverzní oblastí je používání antioxidačních doplňků 

během chemoterapie při nádorovém onemocnění. Zde proti sobě stojí dvě odlišná 

stanoviska, z nichž první konstatuje, že antioxidanty snižují toxicitu některých 
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chemoterapeutik, a tím umožňují zvýšit podanou dávku a zesílit tím účinek 

chemoterapie. Druhé tvrzení naopak poukazuje na nebezpečí antioxidantů, které 

mohou v průběhu terapie působit jako ochrana nádorové tkáně, a tím bránit účinku 

cytostatik. H. E. Seifried a kol. [15] shrnují situaci tak, že nelze zjednodušeně 

prohlásit, jestli je používání antioxidantů při prevenci či léčbě závažných 

onemocnění užitečné či nikoliv. Vždy záleží na každém konkrétním případu, stavu 

pacienta, typu onemocnění či charakteru léčby. Avšak v populaci s nedostatečnou 

výživou je zvýšený přísun antioxidantů v potravě či ve formě doplňků vždy 

blahodárný.  

 

2.1.2 Polyfenolické slou čeniny 

Z chemického hlediska tvoří fenolické látky velmi rozsáhlou skupinu 

sloučenin charakterizovanou přítomností alespoň jednoho aromatického jádra 

s alespoň jednou navázanou fenolickou (hydroxylovou) skupinou, která je volná 

nebo vázaná jako ester, ether či glykosid. Rostlinné fenoly jsou pak sekundární 

metabolity rostlin splňující tyto strukturní podmínky, avšak řadí se do různých 

fytochemických skupin [18]. Polyfenolické látky lze rozdělit na flavonoidy a 

fenolické kyseliny, přičemž fenolické kyseliny tvoří asi třetinu všech přírodních 

fenolických látek [19].  

 

Fenolické kyseliny  

Všechny sloučeniny obsahující ve své struktuře alespoň jednu 

karboxylovou skupinu a hydroxyl vázaný na aromatickém jádře lze označit jako 

fenolické (příp. fenolové) kyseliny. Fenolické kyseliny přítomné v rostlinách a 

rostlinných produktech zahrnují dvě skupiny látek - deriváty odvozené od kyseliny 

hydroxybenzoové a hydroxyskořicové. Chemické vzorce a rozdělení fenolických 

kyselin je znázorněno na Obrázek 3. Hydroxybenzoové kyseliny se vyskytují volné 

nebo ve formě esterů či glykosidů a k nejvýznamnějším patří kyselina gallová, 

vanilová, syringová a protokatechová. Kyselina gallová slouží v rostlinném 

organismu jako substrát pro syntézu taninů, které chrání rostlinu před působením 

hmyzu a různých patogenů.  

Hydroxyskořicové kyseliny se vyskytují většinou ve formě esterů a jsou 

zastoupené kyselinou kávovou, hojně obsaženou v kávě, a kyselinami ferulovou, 

p-kumarovou či sinapovou. Spojením molekul kyseliny kávové a chinové pomocí 
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esterové vazby vzniká kyselina chlorogenová, která je velmi rozšířená v ovoci a 

zelenině, především v jejich vnějších vrstvách [18, 20]. Bohatými zdroji fenolických 

látek jsou nápoje, především červené víno, ovocné džusy, čaje, káva, ale také 

například čokoláda [19]. 

 

 
Obrázek 3: Chemická struktura fenolických kyselin –  derivát ů hydroxybenzoové a 
hydroxysko řicové kyseliny 

 

 

Biologická aktivita fenolických kyselin 

Farmakologický účinek fenolických látek, potažmo fenolických kyselin, 

vyplývá z jejich schopnosti se snadno oxidovat, a tedy působit jako antioxidant. 

V nedávné době se markantně zvýšil zájem o fenolické látky právě díky jejich 

antioxidačním vlastnostem a možném pozitivním dopadu na lidské zdraví, 

především v oblasti léčby a prevence rakoviny či kardiovaskulárních onemocnění 

[12, 21]. Fenolické kyseliny v organismu pravděpodobně působí jako „terminátory“ 

řetězových reakcí – ochotně poskytují atom vodíku za vzniku fenoxylového 

radikálu (PhO·), který je relativně stálý a již neiniciuje další radikálové reakce. 

Fenoxylový radikál může ukončit řetězovou reakci i tím, že sám reaguje s jiným 

volným radikálem. Z vědeckých výzkumů ovšem vyplývají i negativní účinky 

fenolických látek. Při jejich vysoké koncentraci, přítomnosti redukujících kovů (Cu, 

Fe) a v bazickém prostředí mohou tyto látky působit jako pro-oxidanty [12]. 
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Fyzikáln ě-chemické vlastnosti 

Fenolické kyseliny jsou rozpustné v organických rozpouštědlech, přičemž 

zvýšení rozpustnosti lze dosáhnout přidáním uhličitanu. Kyseliny vázané ve formě 

glykosidů jsou rozpustné i ve vodě. Všechny látky se snadno oxidují, a to 

především v bazickém prostředí, a proto jsou velmi nestálé. Při manipulaci s nimi 

se doporučuje pracovat v inertní atmosféře, vyhýbat se extrémním hodnotám pH a 

vyšší teplotě (nad 30°C).  

 

Extrakce fenolických kyselin  

Tradičním a stále nejvíce rozšířeným způsobem extrakce fenolických látek 

z rostlinného vzorku je extrakce pomocí organických rozpouštědel (methanol, 

ethanol, ethylacetát, aceton, hexan). U málo lipofilních látek lze použít směs 

alkoholu a vody. Tímto postupem se však do rozpouštědla vyextrahují nejen cílové 

analyty, ale i jiné nežádoucí látky. Selektivní separace jednotlivých strukturních 

skupin lze dosáhnout využitím dalších extrakčních technik, například extrakcí 

kapaliny kapalinou (LLE), kdy separaci volných kyselin, esterů a glykosidů 

provedeme pomocí řady nemísitelných rozpouštědel o zvyšující se polaritě [18]. 

Pro extrakci fenolických kyselin do organického rozpouštědla je důležité okyselení 

vodné fáze, neboť jen kyseliny v neionizované formě přejdou do organické vrstvy. 

Často se také přidává k rozpouštědlu i antioxidační přísada (např. kyselina 

askorbová či butylhydroxytoluen (BHT)), aby se zabránilo samovolné oxidaci 

fenolických látek. Nevýhodou všech „rozpouštědlových“ extrakčních metod je však 

velká spotřeba organických rozpouštědel zatěžující životní prostředí.  

Proto se během nedávných let pozornost obrátila směrem k alternativním 

extrakčním postupům, které jsou méně nebezpečné pro lidské zdraví. Publikované 

nekonvenční extrakční metody umožňující izolaci fenolických látek z přírodních 

materiálů zahrnují např. extrakci na pevnou fázi (SPE) [22, 23, 24, 25, 26, 27], 

superkritickou fluidní extrakci pomocí kapalného oxidu uhličitého (SFE) [28, 29], 

mikrovlnnou extrakci (MAE) [30], extrakci směsí ethanolu s vodou pomocí 

ultrazvuku [27], či extrakci vroucí vodou za vyššího tlaku [31]. V poslední citované 

práci [31] bylo popsáno zajímavé srovnání čtyř extrakčních postupů pro izolaci 

vybraných polyfenolických látek včetně fenolických kyselin z různých bylinek, a to 

(1) extrakcí do zředěného ethanolu/methanolu, (2) vodní destilací, (3) vyluhováním 

a následným promýváním 100% methanolem a (4) tzv. dynamickou ultrazvukovou 
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extrakcí ethanolem (Dynamic Sonication Assisted Extraction – DSAE). Poslední 

zmíněný postup prokázal nejlepší výtěžnost (100%), významnou úsporu času (15 

min.) a rozpouštědla (10 ml).  

Novinkou v oblasti extrakce na pevnou fázi je tzv. Matrix Solid-phase 

Dispersion (MSPD), která byla popsána v práci M. S. Dopico-Garcíi [27] při izolaci 

fenolických sloučenin z hroznů. Vzorek je rozdrobněn na velmi malé částice a 

smíchán s C18 sorbentem. Z této směsi se vytvoří homogenní vrstva, přes kterou 

je pomocí vakua protlačován okyselený methanolický roztok a dochází tak k eluci 

cílových látek. Ve srovnání s klasickou SPE však poskytuje nižší výtěžnost. 

 

Analýza fenolických kyselin 

Vzhledem k hojnému výskytu polyfenolických látek v přírodě a také díky 

velkému zájmu o sledování jejich obsahu v různých rostlinných zdrojích či v 

potravinách, nebo dokonce i v biologických vzorcích, bylo během posledních 

desetiletí publikováno mnoho původních vědeckých prací zabývajících se 

analýzou flavonoidů a fenolických kyselin. Metodou volby, a tedy nejčastěji 

používanou technikou, se zdá být vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

(HPLC). Separace je většinou dosažena pomocí reverzní C18 stacionární fáze, k 

eluci analytů je použita směs okyselené vodné fáze a polárního organického 

rozpouštědla (methanol či acetonitril), často v gradientovém módu [28]. 

Nejběžnějším typem detekce je spektrofotometrie v UV oblasti v rozsahu vlnových 

délek 280-320 nm, v mnoha pracích využívající detektor diodového pole (DAD) 

[32]. V nejnovějších publikacích se stále častěji objevuje zapojení hmotnostně-

spektrometrického detektoru (MS) [26, 33], což umožňuje zvýšení citlivosti a 

selektivity daného stanovení. K méně častým způsobům detekce pak patří 

elektrochemický detektor [34] či detektor rozptylu světla (Evaporative Light 

Scattering Detector) [35]. 

Alternativní přístup k analýze fenolických kyselin představuje použití 

elektromigračních metod, které nabízejí vysokou účinnost separace a nízké 

náklady. V posledních dvou letech bylo publikováno několik prací prezentujících 

analýzu fenolických kyselin v různém rostlinném materiálu pomocí kapilární 

zónové elektroforézy (CZE) [36, 37], kapilární elektrochromatografie (CEC) [38] či 

micelární elektrokinetické chromatografie (MEKC) [39].  
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Využití plynové chromatografie (GC) sice vyžaduje derivatizaci, tedy 

převedení netěkavých analytů (látek s vysokou teplotou varu nebo takových, které 

se při vyšší teplotě rozkládají) na těkavé deriváty, což se může jevit jako 

nepříjemná komplikace analytického postupu, přesto má GC v analýze fenolických 

látek také svůj význam a přináší výhodu například ve spojení s MS detekcí. 

V případě analýzy fenolických kyselin lze pro bezvodou derivatizaci použít silylační 

činidla anebo ethyl či methyl- chloroformiáty, které umožňují derivatizaci i za 

přítomnosti vody [32, 40, 41].  

 

2.1.3 Antioxida ční vitamíny 

Jednu z nejdůležitějších složek neenzymového obranného systému 

organismu tvoří antioxidační vitamíny – lipofilní vitamín E a hydrofilní vitamín C. 

Antioxidační aktivita jiného lipofilního vitamínu - vitamínu A a jeho prekurzoru β-

karotenu – je v současné době intenzivně zkoumána a dokonce je sledován i 

opačný, pro-oxidační účinek karotenoidů. Vitamín A má však i jiné než 

antioxidační vlastnosti, pro které je v medicíně využíván.  

V rámci disertační práce jsem se hlouběji zabývala analýzou vitamínů A a 

E, proto budou následující kapitoly věnovány právě těmto látkám (především 

tokoferolům, retinolu a kyselině retinové) s cílem představit jejich význam, 

vlastnosti a možnosti analýzy v biologických vzorcích. 

 

Vitamín E  

Hlavním antioxidantem plazmy a buněčných membrán je v tucích rozpustný 

vitamín E. V přírodě se vyskytuje v osmi formách - α, β, γ, δ-tokoferol a α, β, γ, δ-

tokotrienol. Všechny formy se skládají z chromanového kruhu a postranního 

isoprenoidního (fytylového) řetězce tvořeného 16 atomy uhlíku. Tokoferoly 

obsahují nasycený fytylový řetězec, zatímco tokotrienoly nenasycený řetězec.  α, 

β, γ a δ-formy se navzájem liší stupněm methylace na chromanovém kruhu a 

polohou methylových skupin [42, 43]. Chemická struktura vitamínu E je 

znázorněna na Obrázek 4.  

 



23 

 

 
Obrázek 4: Strukturní vzorce r ůzných forem vitamínu E. Polohy 2, 4‘ a 8‘ p ředstavují centra 
chirality v molekulách tokoferol ů. 

 

Přirozeně se vitamín E vyskytuje v potravinách bohatých na tuky a 

nenasycené mastné kyseliny. Nejbohatším zdrojem je olej z pšeničných klíčků, ale 

také palmový či sojový olej, mandle, burské oříšky a listová zelenina [43, 44]. 

Vitamín E lze však nalézt i v potravinách živočišného původu – ve vaječném 

žloutku, másle, sádle, mase či játrech [45]. V rostlinných zdrojích se vyskytuje 

většinou výrazně více tokoferolů než tokotrienolů, přičemž nejhojněji 

zastoupenými jsou v rostlinných olejích γ-tokoferol, v ovoci a zelenině α-tokoferol. 

V potravinách živočišného původu naopak více než 90% tvoří α-tokoferol, méně 

než 10% γ-tokoferol a velmi malé množství tokotrienol [43, 45]. 

 

Biologická aktivita vitamínu E 

Jednotlivé formy vitamínu E vykazují různou biologickou aktivitu. 

V molekule tokoferolů se nachází tři chirální centra (C2, C4‘, C8‘) umožňující 

prostorovou rotaci struktury a tvorbu celkem osmi možných stereoizomerů, které 

se rovněž liší svojí biologickou aktivitou. V přírodě se však nacházejí pouze (2R, 

4‘R, 8’R)-izomery [45]. Podle literatury představuje (RRR)-α-tokoferol (označovaný 

též D-α-tokoferol) nejaktivnější formu vitamínu E. Naopak synteticky vyrobený 

vitamin E je tvořen racemickou směsí stereoizomerů a vykazuje pouze 74% 

účinek čistého D-α-tokoferolu [12, 42]. V nedávné době se vědecký zájem upřel 

směrem k významu dalších tokoferolů, především γ-tokoferolu. Q. Jiang ve své 

rešeršní práci [46] poukazuje na specifické vlastnosti γ-tokoferolu oproti α-

tokoferolu, charakterizované například protizánětlivým účinkem či schopností 
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vychytávat dusíkové radikály. Navíc v rostlinných zdrojích je právě γ-tokoferol 

nejhojněji zastoupen. Biologický a farmakologický význam β- a δ-tokoferolů zatím 

není přesně objasněn, nicméně také podléhá vědeckému zájmu. Uvádí se, že β-

tokoferol vykazuje asi 50% aktivity α-tokoferolu, γ-tokoferol asi 10% a δ-tokoferol 

zhruba 3% [45]. 

Dvojné vazby v molekulách tokotrienolů umožňují geometrickou (cis a 

trans) izomerii, avšak v přírodě se vyskytují jen all-trans-izomery. Přítomnost 

dvojných vazeb má také za následek pokles biologické aktivity tokotrienolů asi na 

třetinu ve srovnání s tokoferoly [45]. 

Vitamin E chrání organismus před peroxidací nenasycených lipidů, což 

znamená, že brání vícenenasycené mastné kyseliny (PUFA) a lipoproteiny před 

škodlivým působením radikálů. Hraje velmi důležitou roli v procesu aterosklerózy, 

neboť chrání lipoproteiny o nízké hustotě (LDL) před oxidací, a tím zabraňuje 

usazování oxidačně pozměněných LDL na vnitřních stěnách cév [42, 47].  

Principem antioxidační aktivity vitamínu E je schopnost fenolické 

hydroxylové skupiny na chromanovém kruhu poskytnout elektron či atom vodíku 

pro radikálovou reakci s lipidickým peroxidovým radikálem ROO·. Odevzdáním 

elektronu z tokoferolu vznikne tzv. tokoferoxylový radikál (Toc·), který je buď 

regenerován kyselinou askorbovou, koenzymem Q10 či jinými látkami (např. 

glutathionem) zpět na aktivní tokoferol, anebo může reagovat s dalším 

peroxidovým radikálem za vzniku chinonové formy (Toc=O), která sice již nemůže 

být regenerována zpět na tokoferol, ale není pro organismus dále nebezpečná [42, 

43]. 

Po přijetí potravou je vitamín E v organismu absorbován asi pouze z 20-

40%. Jeho vstřebání v trávicím traktu úzce souvisí s absorpcí dalších lipidů a 

probíhá ve sliznici tenkého střeva, kde jsou molekuly vitamínu E uzavřeny do 

tukových částic, tzv. chylomikronů. V této formě pak putují přes sliznici tenkého 

střeva a dále prostřednictvím lymfatického systému až do krevního oběhu, odkud 

je vitamín E vychytáván játry – hlavním orgánem zajišťujícím ukládání a exkreci 

vitamínu E. Z jater je vylučován do krevního řečiště spolu s lipoproteiny. Část 

vitamínu E je transportována do tukové tkáně [42, 44]. Komerční vitamínové 

přípravky často obsahují estery α-tokoferolu (acetát, sukcinát), které jsou ve 

střevní mukóze hydrolyzovány na aktivní α-tokoferol podléhající pak stejnému 

metabolismu.  
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Fyzikáln ě-chemické vlastnosti 

Za normální teploty jsou tokoferoly nažloutlé viskózní olejovité kapaliny 

dobře rozpustné v nepolárních organických rozpouštědlech (hexan, petrolether, 

chloroform), méně rozpustné v alkoholech (methanol, ethanol) a acetonu a 

nerozpustné ve vodě. Tokoferoly jsou velmi citlivé vůči vzdušnému kyslíku a 

působením UV záření se rozkládají, proto je nezbytné uchovávat tyto látky 

v chladu (do 4°C) a v tmavých obalech.  

 

Analýza vitamínu E v biologickém materiálu 

Pomineme-li analytické postupy používané v 70. letech minulého století 

využívající kolorimetrické, spektrofotometrické či fluorescenční metody pro 

kvantifikaci či tenkovrstvou chromatografii (TLC) pro separaci vitamínu E, lze 

jednoznačně tvrdit, že nejdůležitější technikou pro stanovení těchto látek je 

vysokoúčinná kapalinová chromatografie [48]. Zapomenout však nesmíme ani na 

plynovou chromatografii, která, jakožto předchůdkyně HPLC, nalezla široké 

uplatnění v analýze tokoferolů především v 60. a 70. letech a dodnes je i 

lékopisnou metodou [49].  

Kritickým krokem při hodnocení jakéhokoliv analytu ve složité matrici je 

příprava vzorku k HPLC analýze, která zahrnuje šetrnou a pokud možno úplnou 

extrakci cílových látek ze vzorku a jejich převedení do rozpouštědla kompatibilního 

s HPLC systémem. Při manipulaci s tokoferoly a tokotrienoly je důležité zabránit 

jejich snadné oxidaci ochranou vzorků před přímým světlem či přídavkem 

antioxidantu (např. kyseliny askorbové, BHT). Při stanovení vitamínu E v plazmě a 

séru se nejprve vzorek zbaví krevních bílkovin pomocí deproteinizačního činidla 

(ethanol, aceton, methanol) a poté se podrobí extrakci do nepolárního 

organického rozpouštědla, nejčastěji hexanu či heptanu. Závěrem postupu je 

odpaření rozpouštědla a rozpuštění odparku v mobilní fázi či v rozpouštědle s ní 

mísitelným. [48]  

Klasický přístup k HPLC separaci tokoferolů a tokotrienolů představuje 

použití normálních stacionárních fází na bázi silikagelu. Molekuly jednotlivých 

forem vitamínu E jsou zadržovány na normální fázi na základě vodíkových vazeb 

mezi fenolickou hydroxylovou skupinou tokoferolů/tokotrienolů a silanolovými 

skupinami silikagelu. α-tokoferol obsahující tři methylové skupiny je nejméně 

zadržen a eluuje jako první. Dvojné vazby v molekulách tokotrienolů zvyšují jejich 
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polaritu, proto jsou tokotrienoly zadrženy více než tokoferoly. Pořadí eluce na 

normální fázi je tedy následující: α-tokoferol, α-tokotrienol, β-tokoferol, γ-tokoferol, 

β-tokotrienol, γ-tokotrienol, δ-tokoferol a jako poslední δ-tokotrienol. Nejčastěji 

používanou mobilní fází je n-hexan s příměsí malého množství polárnějšího 

rozpouštědla, např. dietyléteru, 2-propanolu či 1,4-dioxanu. Nevýhodou 

chromatografie na normální fázi je nestabilita silikagelu, jeho citlivosti na stopy 

vlhkosti a používání toxických nepolárních organických rozpouštědel. [48] 

Kapalinová chromatografie využívající chemicky vázané reverzní 

stacionární fáze patří k nejrozšířenějším metodám analýzy buď samotného 

vitamínu E, ale také při současném stanovení různých liposolubilních vitamínů (E, 

A, D). Dostupné jsou chromatografické kolony s oktadecylsilikagelovou (ODS 

neboli C18) stacionární fází o různé velikosti a tvaru částic, porozitě, rozmanité 

délky nebo se speciální povrchovou úpravou. V reverzním HPLC systému jsou 

tokoferoly eluovány v opačném pořadí, α-tokoferol jakožto nejméně polární látka je 

nejvíce zadržen. Tokotrienoly opouští kolonu také opačně – eluují před 

příslušnými tokoferoly. Separace β- a γ-tokoferolu/tokotrienolu, které jsou 

navzájem polohovými izomery, není většinou možná. Proto při požadavku na 

rozdělení všech forem vitamínu E se analytici často vrací k normálnímu 

silikagelovému HPLC systému. Jako mobilní fáze se při reverzní chromatografii 

používá nejčastěji 100% methanol nebo methanol doplněný malým množstvím 

organického rozpouštědla – tetrahydrofuranu, ethylacetátu či chloroformu. [48] 

Vitamíny rozpustné v tucích se často stanovují v biologickém materiálu 

současně v rámci jedné analýzy. Jedním z témat této disertační práce bylo právě i 

současné stanovení vitamínu A a E v séru, proto bude této problematice věnována 

větší pozornost v následující kapitole. 

 

Vitamín A  

Vitamín A zahrnuje skupinu biologicky významných látek, které hrají 

zásadní roli v procesu vidění, při růstu, reprodukci či embryonálním vývoji a které 

jsou důležité pro správnou funkci imunitního systému. V případě vitamínu A často 

narazíme na nesrovnalosti v názvosloví, neboť různé literární zdroje přistupují 

k charakteristice vitamínu A odlišným a lehce matoucím způsobem. Správně 

zahrnuje vitamín A tři látky – retinol, retinal (neboli retinaldehyd) a kyselinu 

retinovou, každá z nich zastupuje vlastní funkce v organismu. Retinol je „hlavní“ 
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formou vitamínu A v organismu a retinal s kyselinou retinovou patří mezi jeho 

deriváty. Retinal je nezbytný pro vidění a správnou funkci pokožky a sliznic, 

kyselina retinová je pak aktivním faktorem pro diferenciaci a vývoj tkání. 

V literatuře se také setkáme s pojmem „retinoidy“, které označují skupinu látek 

strukturně a funkčně příbuzných k retinolu. K retinoidům se navíc řadí i syntetické 

analogy retinolu mající odlišnou strukturu, avšak vykazující biologickou aktivitu 

vitamínu A. Chemická struktura vitamínu A je znázorněna na Obrázek 5. [42, 50, 

47] 

 

 
Obrázek 5: Struktura r ůzných forem vitamínu A.  
 

Vitamín A si umějí syntetizovat sami pouze živočichové a některé bakterie. 

V lidském organismu vzniká z provitamínu β-karotenu, přičemž hydrolýzou jedné 

molekuly β-karotenu vznikají v tenkém střevě 2 molekuly retinalu, které jsou pak 

redukovány na retinol. Zatímco nadbytečný přísun vitamínu A je pro organismus 

toxický, β-karotenem se naopak předávkovat nemůžeme, neboť z něj vzniká 

pouze aktuálně potřebné množství vitamínu A a zbytek je vyloučen stolicí. 

Přirozeným zdrojem vitamínu A jsou potraviny živočišného původu - játra, vaječný 

žloutek, máslo, plnotučné mléko, sýry či smetana; bohatým zdrojem β-karotenu je 

„barevné“ ovoce a zelenina, především mrkev, meruňky, broskve, špenát, zelí a 

brokolice. [3, 42, 47] 
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Biologická aktivita vitamínu A 

Systém pěti konjugovaných dvojných vazeb v molekulách retinoidů 

umožňuje vznik mnoha různých izomerních forem, přičemž nejčastější jsou 

konfigurace all-trans-, 9-cis, 11-cis a 9,13-di-cis. [50] 

Přísun vitamínu A zabezpečují jednak potraviny živočišného původu, 

jednak ovoce a zelenina bohaté na β-karoten, ze kterého vzniká v tenkém střevě 

retinol. Vitamínové přípravky obsahují vitamín A většinou ve formě retinyl acetátu, 

tedy esteru, který je ve střevní mukóze hydrolyzován na retinol. Většina retinolu je 

absorbována a dále opět přeměněna na jeho estery (především retinyl palmitát), 

které tvoří transportní a zásobní formu vitamínu A. Metabolismus vitamínu A je 

podobný metabolismu tokoferolů – prostřednictvím chylomikronů je retinyl palmitát 

dopraven do jater, kde je dále využíván. [42] 

Retinol v těle působí také nepřímo prostřednictvím jeho biologicky aktivních 

metabolitů – především 11-cis-retinalu a all-trans-retinové kyseliny (ATRA). ATRA 

je aktivnější než retinol při diferenciaci a vývoji tvaru buněčných linií (morfogenezi), 

avšak nemůže zastupovat funkci retinolu v procesu vidění a reprodukce. Různé 

izomerní formy kyseliny retinové působí na rozdílné receptory, z čehož také 

vyplývají rozdíly v jejich biologické aktivitě. [51, 50] 

Metabolické funkce vitamínu A jsou tři a zahrnují (1.) zajištění procesu 

vidění, (2.) syntézu glykoproteinů a (3.) kontrolu proliferace a diferenciace buněk, 

což je vědecky nejméně objasněná oblast, avšak potenciálně využitelná v terapii 

rakoviny. Navíc bylo zjištěno, že nedostatek vitamínu A v těle způsobuje zvýšenou 

náchylnost k infekcím. Naopak nadbytek přijímaného vitamínu A způsobuje jak 

akutní tak chronickou toxicitu. Akutní toxicita se projevuje při jednorázovém podání 

velmi vysokých dávek (>300 mg) nevolností, zvracením, bolestmi hlavy, a u 

extrémně vysokých dávek dokonce i smrtí. Dlouhodobé podávání vyšších dávek 

vitamínu A pak vyvolává negativní chronické účinky na centrální nervovou 

soustavu, játra, kosti a pleť. Kyselina retinová a syntetické retinoidy navíc při 

předávkování vykazují vysoce teratogenní účinky. [42, 50] 

Z farmakologického hlediska se retinoidy používají jednak v dermatologii 

k léčbě akné či jiných potíží, ale také v terapii některých druhů rakoviny. Využití 

retinoidů v onkologii vyplývá ze zjištění, že jejich nedostatek v organismu může být 

rizikovým faktorem pro vznik rakoviny a naopak vysoké dávky mohou být kancero-

protektivní. Zde však narážíme na problém stanovení terapeutické dávky 
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vzhledem k prokázané vysoké toxicitě retinoidů. I přesto se především kyselina 

retinová a její deriváty v praxi používají k léčbě různých typů nádorů včetně 

leukémie. Protinádorové účinky retinoidů jsou vysvětlovány na principu jejich 

schopnosti inhibovat proliferaci nádorových buněk. Rizikovou skupinu však tvoří 

kuřáci, u nichž bylo paradoxně zjištěno, že vyšší příjem vitamínu A a β-karotenu 

z potravních doplňků způsobuje častější výskyt rakoviny. [42, 50, 52] 

 

Fyzikáln ě-chemické vlastnosti 

Retinol vytváří žluté jehlicovité krystaly mastného vzhledu, je nerozpustný 

ve vodě a glycerolu, rozpustný v ethanolu, methanolu, chloroformu, etherech a 

v tucích. Čistá substance i roztok jsou citlivé na vzdušný kyslík a světlo a velmi 

rychle jejich působením oxidují. Oxidace retinolu je urychlována přítomností 

těžkých kovů, zejména železa a mědi. Proto se doporučuje před analýzou připravit 

vždy čerstvý roztok. Ve výjimečných případech lze roztok retinolu skladovat 

v tmavém obalu a inertní atmosféře při -20°C. Za stejných podmínek se uchovává 

i čistá substance.  

Kyselina retinová tvoří žluto-oranžový prášek, je prakticky nerozpustná ve 

vodě, mírně rozpustná v alkoholu, chloroformu a etheru a rozpustná v methylen 

chloridu. Vykazuje vysokou citlivost vůči světlu, teplu a vzduchu. Působením 

světla, v kyselém prostředí či účinkem katalyzujících látek dochází k izomerizaci 

na cis-izomery. Čistá substance i roztok se uchovávají za stejných podmínek jako 

retinol. 

Obecně lze říci, že všechny retinoidy jsou citlivé na světlo, teplo a kyslík. 

Proto při manipulaci jak se standardy tak s materiálem určeným k analýze těchto 

látek je nutné dodržovat předepsané skladovací podmínky (tmavé prostředí, 

inertní atmosféra, teplota -20 až  -70°C). [50, 53,  54] 

 

Analýza vitamínu A v biologickém materiálu 

Vzhledem k výše zmíněným a pro praktickou analytiku nepříjemným 

vlastnostem retinoidů a také kvůli poměrně nízkým koncentracím těchto látek 

v biologických vzorcích, jsou pro dosažení spolehlivých výsledků kladeny vysoké 

nároky na celý analytický proces. HPLC představuje nejčastější metodu analýzy, a 

to ve spojení s UV detekcí, která je dostatečně citlivá díky silné absorbanci 



30 

 

retinoidů při specifických vlnových délkách. Fluorescenční a elektrochemická 

detekce byla také popsána pro analýzu retinoidů. V některých případech lze využít 

dokonce i kapilární elektroforézu, plynovou chromatografii či hmotnostní 

spektrometrii. [50] 

V klinické praxi se sledují hladiny retinoidů především v séru, plazmě a 

moči, ale také v různých tkáních či potravinách. Odebrané vzorky musí být vždy 

chráněny před světlem a vzdušným kyslíkem, nejlépe ihned zpracovány pro 

analýzu, či pokud to není možné, uchovávány při -80°C. [50] 

Způsob úpravy vzorků před analýzou vyplývá z fyzikálně-chemických 

vlastností retinoidů a představuje velmi důležitý krok pro dosažení spolehlivých 

výsledků. Cílem je separace kýžených analytů od biologické matrice, čehož je 

nejčastěji dosaženo extrakcí rozpouštědlem. Postup je analogický extrakci 

tokoferolů a zahrnuje opět dva kroky: Nejprve se vysráží bílkoviny pomocí 

rozpouštědla mísitelného s vodou (např. methanol, ethanol) a následně se 

provede liquid-liquid extrakce (LLE) do rozpouštědla s vodou nemísitelným 

(hexan). Po jeho odpaření je zbytek rozpuštěn v mobilní fázi či rozpouštědle s ní 

mísitelným. Jako alternativní postup slouží SPE či on-line úprava vzorku před 

HPLC analýzou. Pro zajištění dobré výtěžnosti, správnosti a opakovatelnosti 

celého procesu je doporučeno přidání vnitřního standardu ke vzorku ještě před 

započetím jeho úpravy. Tento postup je prakticky shodný s úpravou vzorků pro 

analýzu tokoferolů, proto je možné extrahovat v jednom kroku jak retinol, tak 

tokoferoly, ale i další přítomné neutrální lipofilní látky (karotenoidy).  Naopak 

polární ionizovatelné retinoidy, mezi něž patří kyselina retinová a její izomery, lze 

účinně vyextrahovat až po okyselení vodného média pomocí zředěné octové 

kyseliny. Jako rozpouštědlo se pak použije ethyl-acetát či jeho směs s hexanem. 

[50] 

Autoři Kane et al. [51] použili pro současnou extrakci všech retinoidů 

následující postup: Nejprve se provede precipitace proteinů pomocí 

methanolického roztoku KOH a extrakce hexanem. Po centrifugaci se oddělí 

hexanová vrstva s vyextrahovanými neutrálními lipidy (retinol a estery retinolu). 

Pro získání kyseliny retinové se ke zbylé vodné fázi přidá kyselina chlorovodíková 

a po protřepání se provede opět extrakce do hexanu. Oddělená hexanová vrstva 

pak obsahuje kyselinu retinovou. 

V literatuře však byla popsána i často používaná metoda zahrnující pouze 

přidání vodou mísitelného organického rozpouštědla (EtOH, MeOH, ACN, ACN-
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butanol), centrifugaci a nástřik supernatantu. Tento postup je sympatický svojí 

jednoduchostí (vyhneme se použití organických rozpouštědel pro extrakci), avšak 

neumožňuje zakoncentrování analyzovaných látek. Toho však lze dosáhnout 

zařazením jednoho kroku navíc – pomocí odpaření rozpouštědla a rozpuštění 

zbytku v menším množství (nejlépe) mobilní fáze. Podobně lze vynechat 

precipitaci bílkovin a provést přímou extrakci organickým rozpouštědlem. Zde se 

však pro lepší vyextrahování retinoidů vázaných na krevní bílkoviny přidává roztok 

soli či pufr. [50] 

HPLC je metodou volby pro analýzu retinoidů v biologickém materiálu a 

zahrnuje možnost použití jak normálních, tak reverzních stacionárních fází, 

přičemž každý systém má různé výhody. Při analýze na normální fázi (silikagel, 

modifikovaný silikagel) je možné lépe separovat geometrické izomery retinoidů, 

avšak jako mobilní fáze se používají nevodná organická rozpouštědla (hexan, 

heptan, příp. přídavek mísitelného polárního rozpouštědla). Naopak reverzní 

HPLC systém používající nejčastěji C18, C8 či fenylové C18 stacionární fáze 

umožňuje použití polárních rozpouštědel (MeOH, ACN, příp. přídavek pufru, 

kyseliny či tetrahydrofuranu nebo butanolu), avšak za běžných podmínek je 

dosaženo pouze separace jednotlivých tříd retinoidů, nikoliv jejich izomerů. [50] 

 

Současné HPLC stanovení vitamín ů A a E v lidském séru 

Podání cytotoxických léčiv či radioterapie v rámci onkologické léčby jsou 

spojené se vznikem oxidačního stresu a porušením antioxidační rovnováhy. Proto 

je důležité sledovat u léčených pacientů antioxidační stav jejich organismu, což je 

umožněno právě monitorováním sérových hladin vitamínů A a E. V současnosti je 

těmto látkám věnována pozornost také kvůli jejich potenciálním protirakovinným 

účinkům. Hladiny liposolubilních vitamínů (včetně vitamínů D a K) v séru jsou však 

sledovány i pro kontrolu nutričního stavu organismu. [6, 55] 

K nejčastěji sledovaným látkám patří především all-trans-retinol a α-

tokoferol, s použitím retinyl acetátu, α-tokoferyl acetátu nebo tokolu jako vnitřního 

standardu. Vedle těchto základních analytů se také stanovují estery retinolu 

(palmitát, stearát), jejichž hladiny mohou poukazovat na míru poškození stěny 

tenkého střeva po chemo- a radioterapii [56]. Kromě α-tokoferolu se často hodnotí 

i hladiny γ-tokoferolu, který vykazuje velkou antioxidační aktivitu a v současnosti je 

intenzivně studován jeho biologický význam v organismu [57].  
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Vzhledem ke společnému lipofilnímu charakteru látek vitamínů A a E 

nevyžaduje jejich současná analýza významně odlišné podmínky pro úpravu 

biologického materiálu. Nejčastěji používaný postup pro jednoduchou analýzu 

retinolu a α-tokoferolu zahrnuje extrakci pomocí ethanolu a hexanu a analýzu na 

C18 koloně s použitím mobilní fáze složené buď ze stoprocentního methanolu 

nebo směsi methanolu s acetonitrilem, a to většinou za izokratických podmínek. 

Komplikovanější směsi (včetně α-, γ- a δ-tokoferolu) je možné separovat pomocí 

gradientového módu a zvýšením podílu vody v mobilní fázi. Konvenčním 

způsobem detekce je UV spektrofotometrie, a to při 325 nm pro retinol a 295 nm 

pro tokoferol [55, 58]. Popsané je však i spojení kapalinové chromatografie 

s fluorescenčním detektorem [57] či hmotnostní spektrometrií [59, 60]. 

 

2.1.4  Mastné kyseliny 

Mastné kyseliny (MK) jsou z hlediska výživy nejdůležitější složkou lipidů. 

Jedná se o karboxylové kyseliny s alifatickým či méně často s aromatickým či 

alicyklickým uhlíkovým řetězcem přítomné v přírodních lipidech a průmyslových 

tucích ve formě triacylglycerolů – esterů glycerolu a tří molekul mastných kyselin. 

MK se dělí do tří základních skupin – nasycené mastné kyseliny (SFA), 

nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (MUFA) a nenasycené 

mastné kyseliny s několika dvojnými vazbami (také vícenenasycené, 

polynenasycené, PUFA). Vícenenasycené mastné kyseliny hrají důležitou roli ve 

výživě, ve stavbě tkání a jsou nezbytnou součástí lipidů tvořících membrány buněk 

a zajišťujících jejich správné vlastnosti a funkce. Jelikož jsou PUFA zapojeny do 

procesů zahrnujících transport elektronů a kyslíku, zařadila jsem je také mezi látky 

s antioxidační aktivitou, přestože jejich význam spočívá v jiných úlohách. [3, 61, 

62] 

 

Vícenenasycené mastné kyseliny (PUFA)  

Vícenenasycené mastné kyseliny obsahují ve své molekule 2-6 dvojných 

vazeb. Podle polohy první dvojné vazby od koncové methylové skupiny je dělíme 

na ω-6 (také n-6) a ω-3 (n-3) kyseliny. Strukturu jednotlivých kyselin lze jednoduše 

znázornit zkráceným názvem (např. α-linolenové kyselině odpovídá zkratka 

18:3n3, kde 18 vyjadřuje počet uhlíků, 3 je počet dvojných vazeb a n-3 znázorňuje 

polohu první dvojné vazby. Mezi nejvýznamnější zástupce patří kys. linolová 
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(18:2n6), α-linolenová (18:3n3), γ-linolenová (18:3n6), eikosapentaenová (EPA, 

20:5n3) a dokosahexaenová (DHA, 22:6n3). Chemická struktura kyseliny 

eikosapentaenové a linolové je znázorněna na Obrázek 6. [61, 63] 

 

EPA (20:5n3) Linolová kyselina (18:2n6)EPA (20:5n3) Linolová kyselina (18:2n6)

 
Obrázek 6: Chemická struktura dvou vícenenasycených  mastných kyselin  
 

 

Výskyt a biologická aktivita PUFA 

Člověk přijímá MK ve formě lipidů (fosfolipidy, triglyceridy), které se v 

tenkém střevě štěpí na volné mastné kyseliny a jako takové se vstřebávají střevní 

stěnou. Některé MK je lidský organismus schopen sám syntetizovat. Avšak 

polynenasycené n-3 a n-6 kyseliny (α-linolenová, linolová) si neumí sám vytvářet, 

přestože je k životu nezbytně potřebuje. Tyto látky se proto označují jako tzv. 

esenciální mastné kyseliny a musíme je přijímat v dostatečném množství 

potravou.  

V lidském organismu se linolová a α-linolenová kyselina (získané z potravy) 

prodlužují o 2-6 atomů uhlíku (tzv. elongace) a tvoří se i další dvojné vazby (tzv. 

desaturace), což vede ke vzniku mastných kyselin s 20 - 24 atomy uhlíku a se 3-6 

dvojnými vazbami. Tyto látky kromě důležité role stavebních kamenů biologických 

membrán zajišťujících jejich fluiditu a flexibilitu fungují jako nezastupitelné 

prekurzory pro syntézu tromboxanů, prostaglandinů a leukotrienů, které jsou mimo 

jiné nezbytné pro regulaci imunitního systému a krevního tlaku, srážení krve či pro 

metabolismus cholesterolu. [61, 64] 

Vícenenasycené mastné kyseliny jsou přítomné v tucích rostlinného i 

živočišného původu v různých koncentracích a složení. Zatímco rostlinné oleje 
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obsahují především ω-6-PUFA, rybí tuk je naopak bohatý na ω-3-kyseliny. Tuk 

sladkovodních a mořských ryb se také liší složením mastných kyselin. Hlavním 

zdrojem ω-3-kyselin je však tuk ryb mořských, především z tresky, makrely a 

tuňáka.  Kyseliny eikosapentaenová (EPA) a dokosahexaenová (DHA) patří mezi 

nejdůležitější ω-3-kyseliny, které lidské tělo přímo využívá. Ve vysoké koncentraci 

se nacházejí např. v mozku. Jejich schopnost snižovat hladinu lipidů v krvi spolu s 

omezením srážení krevních destiček hraje významnou roli v léčbě a prevenci 

kardiovaskulárních onemocnění vyvolaných v důsledku vysokých hladin 

cholesterolu a vysokého krevního tlaku. Kromě EPA a DHA je významná i α-

linolenová kyselina (ALA), zástupkyně ω-3-kyselin rostlinného původu, vyskytující 

se hojně v řepkovém či lněném oleji. [3, 64] 

Zvýšení příjmu vícenenasycených mastných kyselin hojnou konzumací 

mořských ryb však paradoxně není příliš doporučováno, a to především kvůli 

vysoké kontaminaci mořských živočichů těžkými kovy a jinými toxickými látkami. 

Jako alternativa se nabízí užívání potravinových doplňků obsahujících rybí olej o 

vysoké koncentraci mastných kyselin, navíc často doplněných o vitamíny B9 a 

B12, které zlepšují vstřebání mastných kyselin. Široká škála takových přípravků je 

běžně k dostání v lékárnách. [3] 

Přírodní nenasycené mastné kyseliny mají většinou konfiguraci cis. Trans 

kyseliny vznikají hydrogenací nenasycených MK, a proto se vyskytují ve značném 

množství ve ztužených tucích. Trans izomery mají rigidní nepružnou strukturu, a 

proto i jejich chování v organismu je odlišné – zvyšují koncentrace triglyceridů a 

LDL cholesterolu v krvi a vykazují i kancerogenní účinky. Proto bychom se jejich 

konzumaci měli spíše vyhnout. [61, 63] 

 

Fyzikáln ě-chemické vlastnosti 

Vlastnosti mastných kyselin se odvíjí od jejich struktury. Rozpustnost ve 

vodě je velmi nízká vzhledem k hydrofobnímu charakteru alifatického řetězce. 

Většina nenasycených mastných kyselin jsou netěkavé viskózní kapaliny 

nerozpustné ve vodě a rozpustné v organických rozpouštědlech. Methyl estery 

mastných kyselin jsou v organických rozpouštědlech lépe rozpustné než volné 

kyseliny, čehož se využívá při analýze plynovou chromatografií. Reaktivní část 

molekuly je tvořena karboxylovou skupinou, která poskytuje v přítomnosti alkoholu 

a katalyzátoru esterifikační reakci. [61, 65 ] 
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Analýza mastných kyselin v tucích 

Jeden z možných postupů charakterizace tuků a olejů rostlinného či 

živočišného původu představuje GC analýza mastných kyselin převedených na  

příslušné methyl estery. Většina jedlých tuků a olejů obsahuje celou škálu 

mastných kyselin, s dvanácti až dvaadvaceti uhlíky v molekule. Zastoupené jsou v 

různých poměrech nasycené, mono- i polynenasycené mastné kyseliny. Složení a 

koncentrace jednotlivých MK je pro různé oleje charakteristické a umožňuje tak 

jejich identifikaci. 

Obecný postup analýzy MK je založen na hydrolýze (zmýdelnění) 

triglyceridů na glycerol a volné kyseliny (resp. jejich soli), derivatizace na methyl 

estery (ME) a následná GC analýza na vhodných stacionárních fázích. Přestože je 

možné analyzovat i volné kyseliny, analýza methyl esterů představuje mnohem 

robustnější a používanější postup. Pro analýzu MK existuje celá řada metod, 

většina z nich však více či méně kopíruje následující postup: Nejprve jsou 

triglyceridy zmýdelněny pomocí methanolického roztoku alkalického hydroxidu 

(NaOH, KOH) za vzniku jejich alkalických solí (= mýdel), které jsou následně 

převedeny na methyl estery s použitím derivatizačního činidla (BF3). Vzniklé 

lipofilní ME se vytřepou do organického rozpouštědla (např. hexan, heptan, 

isooktan), organická vrstva se oddělí a případně zakoncentruje před nástřikem do 

plynového chromatografu. Popsány jsou i alternativní postupy bez použití 

bortrifluoridu. Mezi oficiální metody patří AOAC metody [66, 67], normy ISO [68], 

metody uvedené v příslušných článcích Evropského lékopisu [69] a Českého 

lékopisu [49], České normy [70] nebo aplikační listy Agilent Technologies [71]. 

Obsah mastných kyselin se vyjadřuje buď jako procentuální zastoupení 

jednotlivých kyselin (všechny MK dohromady tvoří 100%) a nebo (hlavně u 

stanovení EPA a DHA v rybím tuku) v absolutním množství (miligramy MK v 1 g 

vzorku). Ve druhém případě je nutné použít vnitřní standard – doporučované jsou 

methyl estery MK s lichým počtem uhlíků, které se v přírodních tucích prakticky 

nevyskytují (17:0, 19:0, 21:0, 23:0).  [66, 71, 72] 

Pro chromatografickou separaci methyl esterů máme dnes k dispozici 

široký výběr různých GC kolon lišících se délkou, typem stacionární fáze a 

tloušťkou vrstvy sorbentu. K tomuto účelu používané stacionární fáze zahrnují 

jednak fáze polyglykolové (Omegawax, Supelcowax, DB-Wax) vhodné pro 
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charakterizaci rostlinných olejů, a také kyanopropylové sorbenty (DB-23, SP-2380) 

určené pro analýzu složitějších vzorků, např. rybího tuku. [71] 
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2.2 Ostatní studované p řírodní látky 

2.2.1 Hořec žlutý (Gentiana lutea L.) 

Hořec žlutý je vytrvalá rostlina z čeledi hořcovitých (Gentianaceae) 

přirozeně rostoucí v alpských oblastech střední a jižní Evropy a také v západní 

Asii v nadmořských výškách 1000 – 2500 m. n m.. Jedná se o 1 – 1,5 m vysokou 

bylinu se světle žlutými květy (viz Obrázek 7). Volně rostoucí hořec žlutý je přísně 

chráněný.  

 

 
Obrázek 7: Gentiana lutea L. , kvetoucí rostlina a ko řen 

 

Droga (Gentianae radix), uvedená v mnoha lékopisných monografiích, je 

tvořena usušenými fermentovanými oddenky a kořeny hořce žlutého. Nesmí 

obsahovat příměsi jiných druhů hořců ani podzemních částí jiných bylin rostoucích 

ve stejných lokalitách. Hořcový kořen je tradičně používán jako účinný prostředek 

pro podporu trávení, a to ve formě odvaru, tinktury či jako práškovaná droga v 

tuhých lékových formách. [18, 73, 74, 75] 
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Analýze obsahových látek hořce žlutého jsem se věnovala během studijní 

stáže na Katedře farmakognosie University v Innsbrucku. Ačkoliv hořec obsahuje i 

látky vykazující antioxidační aktivitu (fenolické kyseliny) [18], a tím by velmi dobře 

tématicky zapadal do studované skupiny látek, přesto je nezbytné jej zařadit mimo 

tuto oblast. Předmětem analýzy hořcového kořene byla totiž separace hořčin a 

xanthonů, které nepůsobí antioxidačně, avšak mají jiné farmakologicky významné 

účinky.  

 

Obsahové látky Gentiana lutea  

Obsahové látky hořcového kořene zodpovědné za cholagogní a další 

účinky tvoří sekoiridoidové hořčiny. Nejhojněji (ze 2-3%) je zastoupen 

gentiopicrosid (také známý jako gentiamarin), doplněný o amarogentin, swerosid a 

swertiamarin. Tyto látky patří k vůbec nejhořčím známým sloučeninám a působí 

stimulačně na trávicí systém. Sekoiridoidy jsou doprovázeny xanthony 

gentiseinem, gentisinem a isogentisinem, fenolickými kyselinami (gentisová, 

kávová, protokatechová), fytosteroly, alkaloidy či polysacharidy (inulin, pektin). [18, 

74, 75, 76] 

 

Farmakologické ú činky a použití  

Hořčiny působí jako látky podporující chuť k jídlu a stimulující trávení, a to 

skrze zvýšení slinění a vylučování žluči, ale také podporu sekrece žaludečních 

šťáv. Pro tyto účinky se hořcový kořen používá jako složka cholagog, roborancií, 

tonik a prostředků při onemocnění trávicího traktu. Nezastupitelný význam má v 

tradiční lidové medicíně a při výrobě likérů. U frakce extrahované z příbuzné 

rostliny Swertia chirata bohaté na amarogentin byl objeven dokonce i 

protinádorový účinek. Zaznamenány byly však i nežádoucí účinky přípravků s 

hořcem (občasné bolesti hlavy u citlivých osob) a také kontraindikace při 

gastroduodenální vředové chorobě. [18, 74, 75, 77] 

Xanthony patří mezi rostlinné fenoly a v hořcovém kořeni jsou 

reprezentovány polohovými izomery gentisinem a isogentisinem. Obě látky mohou 

působit jako antidepresiva vzhledem k jejich prokázané schopnosti inhibovat 

monoaminooxidázu typu A a B, a isogentisin samotný vykazuje silné 

antituberkulotické účinky. V nedávné době byly zjištěny i určité cytoprotektivní 

účinky isogentisinu, avšak nikoliv gentisinu. [78, 79, 80, 81, 82] 
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Analýza obsahových látek G. lutea  

V dostupných informačních databázích překvapivě nenalezneme velké 

množství prací věnujících se analýze hořce. Publikovány byly postupy pro analýzu 

hlavních látek G. lutea využívající HPLC, tenkovrstvou chromatografii (TLC) či 

micelární elektrokinetickou chromatografii (MEKC). Vědecký tým A. Aberham et al. 

[83] nedávno vyvinul původní metodu pro stanovení všech doposud známých 

obsahových látek hořcového kořene pomocí HPLC-MS. Součástí této disertační 

práce je separace gentisinu, isogentisinu a amarogentinu pomocí kapilární 

elektroforézy, která kromě posledně zmíněné práce (publikované na stejném 

Innsbruckém pracovišti) nebyla nikdy popsána. [84, 85, 86, 87] 
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3  Teoretická část – separa ční metody 

3.1 Plynová chromatografie 

Chromatografické techniky dnes patří k nejvýznamnějším analytickým 

metodám umožňující separaci, identifikaci a kvantifikaci velkého počtu látek 

různého charakteru. Počátky chromatografie sahají do raných let 20. století, kdy 

ruský botanik Tswett rozdělil na sloupci sorbentu chlorofylová barviva s použitím 

petroletheru jako kapalné fáze. Někteří autoři datují počátky chromatografie 

dokonce již do poloviny 19. století, kdy se tehdejší vědci věnovali dělením různých 

barviv či jiných látek na papíře. Tswettův objev však zůstává považován za základ 

dalšího rozvoje širokého spektra chromatografických technik. [88, 89] 

Plynová chromatografie (Gas chromatography, GC) byla vyvinuta v roce 

1952 v Anglii pány Martinem a Jamesem, kteří představili výhody použití tenké 

vrstvy stacionární fáze a plynu jako mobilní fáze, což umožňovalo velmi účinnou 

separaci látek. Od 70. let 20. století byla plynová chromatografie nejvíce 

rozvíjenou a studovanou separační technikou a dosažené objevy pak významně 

ovlivnily vývoj dalších chromatografických technik, především moderní 

vysokoúčinné kapalinové chromatografie. [89, 90] 

 

3.1.1 Princip plynové chromatografie 

Při plynové chromatografii je mobilní fáze plynná a také analyzované látky 

se během separace nacházejí v plynném stavu. Podle charakteru stacionární fáze 

dělíme GC na Gas-Solid Chromatography (GSC), kde se využívá principu 

adsorpce analytu na pevný sorbent, a na Gas-Liquid Chromatography (GLC), kdy 

je stacionární fází kapalina ukotvená na inertním nosiči a analyzované látky se 

separují na základě rozdělování a rozpouštění v kapalné a plynné fázi. Stacionární 

fáze je uspořádána v koloně a mobilní fáze - nosný plyn - tlakovým spádem 

prochází kolonou. Na základě vzájemných interakcí mezi analytem, stacionární a  

mobilní fází pak dochází k rozdělení jednotlivých složek v koloně, které jsou 

unášeny nosným plynem až k detektoru. Jednoduché schéma plynového 

chromatografu je znázorněno na Obrázek 8.  
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Obrázek 8: Schéma plynového chromatografu.  
A – Směs látek je nast říknuta do vyh řívaného nást řikového prostoru, kde dojde k jejich 
zplyn ění. Páry vzorku jsou unášeny nosným plynem na kolon u. B – Látky s vyšší afinitou ke 
stacionární fázi jsou zadrženy déle a procházejí ko lonou pomaleji než látky s menší afinitou, 
čímž dojde k jejich separaci. C – P ři průchodu kolonou se látky dále rozd ělují. D – 
Separované složky vstupují do detektoru, který posk ytuje signál úm ěrný množství analytu.  
(Zdroj: http://www.srs.fs.usda.gov/4501/what_is_gc.htm , 10.2.2008) 

 

GC může být použita pro separaci plynných, kapalných i pevných těkavých 

látek. Tedy obecně všech látek, které mohou být převedeny do plynného stavu, 

aniž by došlo k jejich rozkladu, při teplotách do 350°C. Takové látky tvo ří přibližně 

15 % všech známých sloučenin. Avšak i netěkavé látky lze analyzovat plynovou 

chromatografií, a to s využitím derivatizačních technik, jejichž prostřednictvím 

vznikají těkavé deriváty analyzovaných látek.  

Význam GC spočívá především v ohromné separační účinnosti, která 

vyplývá z velkého počtu teoretických pater v koloně (počet teoretických pater 

může dosahovat až 1 milion), což je dáno nízkou viskozitou plynné mobilní fáze a 

použitím dlouhých analytických kolon. S tím souvisí i dosažení dobrého rozlišení a 

možnosti dělení látek s velmi blízkými teplotami varu. Výběrem selektivní 

stacionární fáze můžeme separovat molekuly s podobnými fyzikálními i 

chemickými vlastnostmi. Vysoká citlivost GC stanovení je další parametr, který 

podmiňuje široké využití plynové chromatografie. Detekční limity závisí na 
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zvoleném detektoru, čímž může být dosaženo citlivosti až v řádech 10-9 mg/ml. 

[88, 89, 90] 

 

3.1.2 Mobilní fáze v plynové chromatografii 

Jako nosný plyn se pro GC analýzy používá nejčastěji helium a dusík, 

méně často pak vodík či argon. Volba mobilní fáze v plynové chromatografii je 

zdánlivě nevýznamná, neboť prakticky nemá vliv na selektivitu chromatografického 

systému. Záměna dusíku za helium při zachování průměrné průtokové rychlosti 

neovlivní vzájemné pořadí píků separovaných složek. Avšak nosný plyn hraje 

důležitou roli v účinnosti chromatografického systému, rozlišení píků a rychlosti 

analýzy. Z tohoto pohledu je nejlepší volbou helium, které umožňuje zachování 

maximální separační účinnosti v širokém rozmezí lineárních průtoků mobilní fáze. 

Vodík není z hlediska bezpečnosti preferovaný nosný plyn, avšak pro rychlé 

analýzy s použitím velmi úzkých kolon je považován za ideální. Dusík je naopak 

všeobecně označován jako nejméně vhodná mobilní fáze kvůli úzkému rozmezí 

optimálního průtoku při zajištění maximální separační účinnosti. [90, 91] 

 

3.1.3 Stacionární fáze v plynové chromatografii 

V plynové chromatografii je známo několik set různých stacionárních fází. 

Obecně však rozlišujeme pouze dva typy, a to fáze pro adsorp ční mechanismus  

(GSC) a fáze pro rozpoušt ěcí mechanismus  separace (GLC).  

Chromatografické kolony se dělí také do dvou hlavních skupin, ty však 

nekopírují druh separačního mechanismu, nýbrž způsob ukotvení stacionární fáze. 

Starší a dnes již méně používané jsou náplňové kolony  plněné pevným 

adsorbentem (GSC) a nebo inertním nosičem smočeným zakotvenou kapalnou 

fází (GLC). Náplňové kolony jsou zatočené trubičky ze skla, mědi či nerezové oceli 

o průměru 3-6 mm a délce 1-2 m.  V dnešní době však většina analytiků používá 

téměř výlučně kapilární kolony , což jsou tenké kapiláry z křemenného skla shora 

potažené polyimidovým polymerem, který zajišťuje jejich pružnost a nelámavost. 

Kapalná stacionární fáze v případě GLC je ukotvena na nosiči nebo přímo na 

vnitřním povrchu kapiláry a tvoří velmi tenkou homogenní vrstvu. Na vnitřní povrch 

kapiláry však může být navázaný i pevný adsorbent (např. Al2O3), kde se pak 

uplatňuje adsorpční mechanismus separace. Kapilární kolony jsou 
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charakterizovány čtyřmi základními parametry: druhem stacionární fáze, tloušťkou 

její vrstvy, vnitřním průměrem a délkou kolony.  

Tlouš ťka vrstvy  stacionární fáze se pohybuje v rozmezí  0,1- 1 um. Přitom 

platí pravidlo, že s rostoucí tloušťkou stacionární fáze dochází k prodloužení 

analýzy, jelikož se zvyšuje retence analytu ve stacionární fázi.  Vnit řní průměr se 

pohybuje v rozmezí 0,1 – 0,53 mm a délka  od několika po desítky metrů. Podle 

průzkumu z roku 2003 přibližně 90% GC uživatelů používá kapilární kolony, 

z nichž k nejčastěji zmiňovaným patří kolony o délce 20 – 30 m a úzkém vnitřním 

průměru (0,2 – 0,32 mm). Kolony s takto malým vnitřním průměrem poskytují 

rychlejší analýzy a vyšší citlivost. Přestože mají menší kapacitu ve smyslu objemu 

nastříknutého vzorku, s použitím moderních a citlivých detektorů je tento fakt 

zanedbatelný. [92, 93] 

Volba stacionární fáze (SF)  je klíčový faktor v GC analýze, protože se 

jedná o jeden z mála způsobů ovlivnění selektivity separačního procesu. Ideální 

stacionární fáze pro GLC by měla umožnit rozdělení separovaných látek na 

základě jejich rozdílné rozpustnosti v ní. Současně by měla být chemicky a 

teplotně stálá, vykazovat nízkou tenzi par při pracovní teplotě (tzn. netěkat) a měla 

by disponovat širokým pracovním teplotním rozmezím. Selektivita 

chromatografického systému může být dále ovlivněna koncentrací stacionární fáze 

a teplotou (použití teplotního programování). [89] 

Stacionární fázi vybíráme především podle charakteru analyzovaných látek, 

přičemž hlavním kriteriem je jejich polarita. Polární látky lze separovat na 

polárních SF, zatímco nepolární analyty dělíme na nepolárních fázích. Čím je SF 

polárnější, tím je její působení selektivnější, což vyplývá z tvorby vodíkových 

vazeb mezi sorbentem a sorbovanými látkami. Na nepolárních fázích se složky 

dělí podle svých teplot varu. Proto při dělení látek s blízkými teplotami varu, které 

mají na nepolárních fázích téměř shodné eluční vlastnosti, lze použít polárnější 

sorbent, který umožní jejich selektivnější separaci. [88] 

V současnosti je na trhu dostupná široká škála kolon s různými 

stacionárními fázemi. Pro analýzu nepolárních látek se používají fáze na bázi 

polysiloxanu s různým procentuelním zastoupením vnesených funkčních skupin 

(methylová, fenylová, kyanopropylová a různé kombinace). Mezi nejméně polární 

sorbenty patří 100% polysiloxan, polydimethylsiloxan či poly-

(5%dimethyldifenylsiloxan). Polárnější analyty lze naopak separovat na fázích s 

vyšším podílem polárních funkčních skupin, např. poly-(65%dimethyl/ 
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35%difenylsiloxan) či polyethylenglykol [92]. Přehled nejčastěji používaných 

stacionárních fází je uveden v  Tabulka 1. 

 

Název stacionární fáze Název komer ční kolony 
od firmy Supelco 

poly(50% n-octyl/50% methylsiloxan) SPB-Octyl 

100% poly(dimethylsiloxan) Equity-1  

poly(5% diphenyl/95% dimethylsiloxan) Equity-5  

poly(35% diphenyl/65% dimethylsiloxan) SPB-35 

poly (14% kyanopropylphenyl/86% dimethylsiloxan) Equity-1701 

(50% kyanopropylphenyl) methylpolysiloxan SPB-225 

100% poly(ethylenglycol) Supelcowax 10 
 

Tabulka 1: P řehled GC stacionárních fází řazených od nejmén ě polárních po nejpolárn ější.  
(Zdroj: www.sigmaaldrich.com  1.3.2008)  

 

3.1.4 Dávkovací za řízení 

V plynové chromatografii je nezbytné, aby byl vzorek vstupující do dělícího 

systému v plynné fázi. Tato podmínka však neomezuje využití plynové 

chromatografie pouze na plynné vzorky. Kapalné vzorky lze hodnotit díky jejich 

okamžitému zplynění v nástřikovém prostoru a následnému transportu do kolony 

již v podobě par. Obecně je možné pomocí GC analyzovat látky plynné, kapalné i 

tuhé (po jejich rozpuštění ve vhodném rozpouštědle), pokud jsou dostatečně 

těkavé (teplota varu do 350°C) a p ůsobením vysoké teploty přejdou do plynného 

stavu, aniž by došlo k jejich chemickému rozkladu. Netěkavé látky lze v GC 

hodnotit po jejich převedení na vhodný těkavý derivát příslušnou chemickou 

reakcí. [90, 92] 

Vzorek se většinou dávkuje mikrostříkačkou, často pomocí automatického 

dávkovače (autosampleru). Při dávkování vzorku do systému je nezbytné, aby 

došlo k okamžitému odpaření všech složek, proto se teplota nástřikového prostoru 

(tzv. injektoru) nastavuje o 20 – 50°C vyšší než te plota kolony. Injektor se skládá 

ze septa, které utěsňuje nástřikový prostor a zabraňuje úniku par, a tzv. lineru, což 

je zpravidla skleněná trubička tvořící chemicky neaktivní prostředí pro zplyněný 

vzorek, ve kterém dochází k homogenizaci plynů a úpravě proudění. Na liner 

navazuje tzv. dělič (splitter), který umožňuje rozdělit vzorek podle nastaveného 

poměru (např. 100:1) za účelem odvedení nadbytečného vzorku mimo kolonu. 

Podle způsobu vpravení vzorku na kolonu se rozlišují injekční techniky jako split (s 
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uvedením poměru rozdělení plynného vzorku), splitless (ponechání proudění 

vzorku na kolonu po určitou dobu (obvykle 0,5 min.) a následné otevření splitteru, 

kdy zbytek par je odvedeno pryč), on-column (bez použití lineru, vzorek je 

dávkován přímo na kolonu) a další. [89, 90, 92] 

 

3.1.5 Detektory v plynové chromatografii 

Detektory obecně slouží k převodu fyzikálně-chemické vlastnosti analytu na 

měřitelný signál. Jsou rozlišovány podle využité vlastnosti analyzované složky 

(tepelná vodivost, teplota, ionizace, fotoemise apod.), a dále podle citlivosti či 

selektivity. GC poskytuje mezi ostatními separačními metodami největší variabilitu 

detekčních technik. 

Mezi nejčastěji používané detektory patří tepelně vodivostní detektor 

(TCD), plamenově ionizační detektor (FID), detektor elektronového záchytu 

(ECD), plamenově fotometrický detektor či hmotnostně spektrometrický detektor 

(MS). Ionizační detektory (FID, ECD, MS) tvoří největší skupinu detektorů, jejichž 

princip je založen na tom, že elektrická vodivost plynů je určena počtem 

ionizovaných (nabitých) částic, a tím je úměrná množství složky vstupující do 

detektoru. [88, 92] 

  

Plamenov ě ioniza ční detektor (FID) 

FID patří mezi nejpoužívanější detektory v plynové chromatografii, a to 

především díky jeho univerzálnosti a vysoké citlivosti. Umožňuje detekci všech 

organických sloučenin s výjimkou HCOH, HCOOH a CCl4. Princip detekce je 

následující: Do nosného plynu s analyzovanou složkou opouštějící kolonu je 

přimíchán vodík. Směs přichází do hořáku, kde za přítomnosti vzduchu hoří 

plamenem o teplotě cca 2100°C, čímž dochází k ionizaci látek za vzniku iontů a 

elektronů, které jsou zachytávány na sběrných elektrodách umístěných nad ústím 

hořáku. Zachycené ionty a elektrony umožní průchod elektrického proudu mezi 

elektrodami (= měřený signál).  Signál detektoru je úměrný počtu ionizovatelných 

uhlíkových atomů v molekule. Detektor je vyhříván na teplotu max. 400°C a 

nezávisí na rozdílu aktuálních teplot přicházejících plynných složek, proto je 

vhodný i při použití teplotního programování. [88, 90, 92] 
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3.1.6 Nastavitelné parametry v plynové chromatograf ii 

Úspěšná separace směsi látek pomocí plynové chromatografie závisí 

především na volbě stacionární fáze, která vyplývá z chemické povahy analytů. 

Kromě výběru správné SF lze však celý proces ovlivnit zajištěním optimálních 

podmínek GC analýzy, a to správným nastavením různých parametrů 

chromatografického systému, které ovlivňují jak separaci hodnocených složek tak 

celkovou dobu analýzy. Na začátku optimalizace musíme znát teploty varu 

analyzovaných látek. Nastavitelné parametry a jejich vliv na analýzu jsou uvedeny 

v Tabulka 2.  

 

Parametr Rozsah Vliv na analýzu Co vzít v úvahu? 

NÁSTŘIK VZORKU   

Objem vzorku 1 – 10 µl - zvýšení citlivosti 
stanovení 

- kapacita kolony 
- koncentrace vzorku 

Teplota 
injektoru 

o 20°C vyšší než 
T kolony 

- zajištění rychlého 
zplynění vzorku 

- znát teploty varu 
analytů 

Split/  
splitless 

Split:  
1:10 –1:1000 
 

- úprava množství vzorku 
vstupující na kolonu 

- ovlivnění citlivosti 
stanovení 

- kapacita kolony 
- koncentrace vzorku 

KOLONA    

Teplota kolony konstantní 
- látky s blízkými 

teplotami varu se 
nerozdělí 

- pro správné určení 
T kolony je třeba 
znát teplotu varu 
nejníže a nejvýše 
vroucí složky 

Teplotní 
gradient 

postupné 
zvyšování teploty 
kolony (rozsah 
dle tv analytů) 

- lepší separace látek 
s blízkými teplotami varu 

- ovlivnění délky analýzy 

- znát teploty varu 
analytů 

DETEKTOR    

Teplota 
detektoru 

- slabě vyšší než 
teplota kolony 

- FID max. 400°C  

- zajištění kvantitativní 
detekce analytů 

-teplota kolony a tv 
analytů 

NOSNÝ PLYN    

Průtoková 
rychlost 

- není ve všech 
místech kolony 
konstantní 

- nastavení 
prostřednictvím 
úpravy tlaku 
plynu [kPa] či 
lineární rychlosti 
[cm.s-1] v 
přístroji 

- ovlivnění rozlišení píků 
- vliv na délku analýzy - druh plynu 

 
Tabulka 2: P řehled n ěkterých nastavitelných parametr ů při GC analýze a jejich vliv na 
stanovení 
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3.2 Spojení Mikroextrakce na tuhou fázi 
s plynovou chromatografií (SPME-GC) 

Téměř každé analýze reálného vzorku rostlinného, potravinového či 

biologického charakteru předchází extrakční krok. Extrakce látek, které jsou 

předmětem analytikova zájmu, představuje mnohdy problematičtější i časově 

náročnější část celého analytického postupu. Na základě moderních a 

ekologických přístupů k extrakčním metodám, jenž zahrnují především použití 

malého množství rozpouštědel k extrakci či nejlépe využití zcela 

„bezrozpouštědlových“ (z anglického „solvent-free“) technik, byla v devadesátých 

letech 20. století vyvinuta nová extrakční technika Mikroextrakce na tuhé fázi 

(Solid phase microextraction - SPME). Jelikož je s výhodou aplikována především 

na extrakci těkavých látek, hlavním těžištěm jejího významu je spojení s plynovou 

chromatografií jakožto metodou volby pro separaci těkavých analytů. Spojení 

SPME-GC nalézá uplatnění zejména v oblasti analýzy životního prostředí, ale není 

tím omezeno; tato disertační práce představuje možnost využití SPME-GC 

například pro analýzu fenolických kyselin. 

 

3.2.1 Princip SPME 

Metodu SPME vyvinul tým vědců University ve Waterloo v Kanadě v čele 

s Januszem Pawliszynem s cílem vyřešit potřebu rychlé a jednoduché techniky 

pro přípravu vzorku v laboratoři či v terénu. Nápad vyplýval z předchozích 

experimentů založených na použití optických vláken pro přenos analytů do 

plynového chromatografu a jejich rychlém zplynění prostřednictvím laserového 

pulsu. Analyty byly na vlákno naneseny jeho ponořením do roztoku extraktu a 

tento krok (extrakce cílových analytů z materiálu + jejich nanesení na optické 

vlákno) představoval mnohonásobně vyšší časové nároky než pak samotná 

laserová desorpce s ultra rychlou GC analýzou. Jako výsledek vědeckých 

experimentů bylo vyvinuto křemenné optické vlákno potažené tenkou vrstvou 

kapalné či pevné polymerní fáze (10 – 100 µm). Ponořením vlákna do vodného 

roztoku analytů došlo k jejich extrakci na povrch fáze a následným vložením do 

GC a odpařením analytů z vlákna v nástřikovém prostoru byl zajištěn rychlý a 

jednoduchý přenos analyzovaných látek z matrice až do přístroje, navíc zcela bez 

použití organických rozpouštědel. Tento originální princip dal vzniknout nové 
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extrakční technice SPME. Na Obrázek 9 je znázorněna konstrukce SPME 

zařízení. [94] 

 

 
Obrázek 9: Základní části SPME za řízení. Vlevo je znázorn ěna vnit řní konstrukce (kovová 
jehla chránící k řemenné vlákno, jehož konec je potažen sorbentem). T ato konstrukce je 
šroubováním upevn ěna v um ělohmotném držáku (prost řední a pravý obrázek), který 
umožňuje snadnou manipulaci s vláknem. Vpravo je vyobraz en design SPME za řízení od 
firmy Supelco.  
Zdroj: www.sigmaaldrich.com  1.3.2008 

 

Existují dvě základní provedení SPME, jedno má charakter duté kapiláry, 

jejíž vnitřní povrch je potažen polymerním sorbentem, druhé a obecně více 

používané má formu vlákna, jehož vnější povrch je potažen tenkou vrstvou 

polymeru. U obou přístupů je princip shodný: vlákno se sorbentem je na určitou 

dobu umístěno do kontaktu s matricí vzorku a dojde k extrakci analytů na polymer. 

Pokud probíhá extrakce dostatečně dlouhou dobu, ustaví se koncentrační 

rovnováha mezi matricí a sorbentem a dalším prodlužováním exposice vlákna již 

nedojde ke zvýšení koncentrace vyextrahovaných analytů, čili extrahované 

množství látek je konstantní. Extrakční rovnováha je popsána rovnicí  

sffs

sffs

VVK

CVVK
n

+×
×××

= 0 , 

kde n je počet molů extrahovaných na sorbent, Kfs je distribuční konstanta mezi 

sorbentem a matricí vzorku, Vf je objem (tloušťka) vrstvy sorbentu, Vs je objem 

vzorku a C0 je počáteční koncentrace daného analytu ve vzorku. Tato rovnice 

správně platí pouze pro kapalné polymery jako je polydimethylsiloxan (PDMS), ale 
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v případě roztoků o nízké koncentraci je aplikovatelná i na pevné sorbenty. 

Z rovnice také vyplývá, že po dosažení rovnováhy platí přímá úměra mezi 

koncentrací analytu ve vzorku a množstvím vyextrahovaného analytu, což je 

základ pro kvantifikaci látek extrahovaných z matrice pomocí SPME. [95] 

 

3.2.2 Praktické provedení SPME 

Prakticky zahrnuje technika SPME dva kroky: 1. extrakce analytů z matrice 

na vlákno a 2. desorpce analytů z vlákna do analytického přístroje (GC, ale lze i 

HPLC). Při dosažení rovnováhy mezi sorbentem a matricí je množství 

extrahované látky přímo úměrné koncentraci vzorku, objemu vzorku a objemu 

sorbentu. Desorpce pak probíhá v prostoru injektoru použitého 

chromatografického systému. U GC je jehla s vláknem přímo vsunuta do 

nástřikového portu a dochází k desorpci po určitou dobu při vysoké teplotě 

(zvolená podle teplot varu analytů, shodná s nastavenou teplotou injektoru). 

Spojení SPME-HPLC vyžaduje speciální adapter umožňující kontakt mobilní fáze 

s vláknem, desorpci analytů a přenos na HPLC kolonu. Oba dva kroky jsou 

znázorněny na Obrázek 10. 

Rozlišujeme dva základní módy SPME: přímá extrakce a tzv. „head-space“ 

technika. U přímé extrakce je vlákno se sorbentem vloženo přímo do vzorku a 

analyty přecházejí z matrice do polymerní fáze. Pro zajištění co nejrychlejší 

extrakce je nezbytné míchání vzorku. Druhým módem je extrakce z prostoru nad 

kapalinou (Head-space), kde analyty přecházejí přes vzduchovou bariéru, než 

dospějí k sorbentu. Výhodou head-space provedení je ochrana vlákna před 

poškozením vysokomolekulárními látkami či netěkavými nečistotami přítomnými 

ve vzorku (např. proteiny, vlhkost apod.). Head-space technika také umožňuje 

např. úpravu pH matrice, aniž by došlo k poškození vlákna. Na extrakční kinetiku 

však zde má velký vliv těkavost látek (těkavé analyty přecházejí z matrice do 

prostoru nad ní rychleji, a tudíž i extrakce je rychlejší), míra míchání vzorku a také 

teplota. Z výše uvedeného vyplývá, že mezi hlavní faktory ovlivňující průběh 

mikroextrakce na tuhou fázi patří koncentrace a objem vzorku, teplota, doba 

expozice, intenzita míchání, hloubka ponoření vlákna, pH vzorku a obsah solí v 

něm. Stejně jako u GC je velmi důležitý druh sorbentu, který je zvolen podle 

chemické povahy extrahovaných látek. Znázornění přímé a head-space techniky 

můžeme vidět na Obrázek 11. [94, 95, 96] 
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Obrázek 10: Schéma provedení SPME (extrakce a desor pce). Obrázek vpravo 
znázorňuje možnost jednoduchého vložení SPME za řízení do nást řikového prostoru 
plynového chromatografu. SPME držák nesoucí vlákno s vyextrahovanými analyty 
tak supluje injek ční st říkačku, která normáln ě slouží k nást řiku vzorku. Zdroj: 
www.sigmaaldrich.com  1.3.2008 
 

 

 
Obrázek 11: Dva typy provedení SPME: p římá a head-space extrakce.  
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Zcela nové vlákno se před použitím aktivuje zahřáním v nástřikovém 

prostoru GC. Mezi jednotlivými analýzami se provádí čištění vlákna opět tepelnou 

desorpcí v GC a nebo vymytím v organickém rozpouštědle. Výrobci deklarují, že 

jedno vlákno lze opakovaně použít i pro několik set analýz, ovšem je třeba 

podotknout, že životnost vlákna je omezena např. jeho křehkostí – při běžné 

manipulaci se vlákno často snadno zlomí či zohne. Vlákna také nesmí být 

vystavována působení chlorovaných rozpouštědel a při desorpci nesmí být 

překročena maximální povolená teplota, která se liší dle druhu sorbentu. [96]   

 

3.2.3 Druhy sorbent ů 

U SPME vláken rozlišujeme charakter polymeru (a podle toho i 

mechanismus extrakce) a tloušťku vrstvy nanesené na povrch vlákna. Tloušťka 

vrstvy sorbentů se pohybuje v rozmezí 7 – 100 µm a ovlivňuje citlivost extrakce. 

Více sorbentu umožňuje extrakci vyššího množství látek, ale naopak prodlužuje 

dobu dosažení rovnováhy. Těkavé látky vyžadují vlákna se silnější vrstvou 

sorbentu, naopak pro semivolatilní sloučeniny jsou určena tenkovrstvá vlákna.   

Proto je důležité zvolit správné vlákno pro danou aplikaci. Mezi hlavní kriteria při 

volbě vlákna patří polarita, molekulová hmotnost a těkavost analytu, tedy můžeme 

zde spatřit značnou podobnost s volbou stacionární fáze u GC. [95] 

Polymery používané pro potahování SPME vláken mohou být kapaliny, 

pevné látky či směsné polymery se suspendovanými porézními částicemi. 

Polydimethylsiloxan (PDMS, kapalina) a polyakrylát (PA, pevná látka) jsou čisté 

polymery, u kterých se uplatňuje mechanismus absorpce (difúze) analytů dovnitř 

fáze. Naopak u směsných polymerů reprezentovaných například kombinací 

karboxenu s PDMS (CAR/PDMS), PDMS a divinylbenzenu (PDMS/DVB) 

převažuje spíše princip adsorpce  na povrch porézních částic. Obrázek 12 

znázorňuje přehled komerčně dostupných typů SPME vláken od firmy Supelco. 

[94] 
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Obrázek 12: P řehled typ ů SPME vláken dodávaných firmou Supelco. Vlákna se l iší 
druhem sorbentu, tlouš ťkou jeho vrstvy a mechanismem extrakce. Ozna čení „Stable 
Flex“ upozor ňuje na použití moderní technologie a materiál ů, které zvyšují odolnost 
vláken proti zlomení či zohnutí. Zdroj: www.sigmaaldrich.com  1.3.2008 
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3.3 Ultra ú činná kapalinová chromatografie 
(UPLC) 

V roce 2004 byla firmou Waters představena nová unikátní technologie 

Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC), přinášející zcela nový směr v 

kapalinové chromatografii. UPLC poskytuje výrazně lepší rozlišení, vyšší rychlost 

a citlivost díky použití hybridní stacionární fáze tvořené částicemi o velikosti 1,7 

µm. Separace probíhá za velmi vysokého tlaku, proto je celý systém konstrukčně 

navržen tak, aby extrémním podmínkám odolal a naopak zajistil vysoce účinnou 

separaci látek v krátkém čase při dosažení maximální citlivosti analýzy. Firma 

Waters spojila všechny tyto parametry v přístroji Acquity UPLC System, který 

zahrnuje revoluční přístup k dělení látek kapalinovou chromatografií. [97] 

 

3.3.1 HPLC versus UPLC 

Ultra účinná kapalinová chromatografie sice představuje novou technologii 

v oblasti separačních technik, avšak principielně vychází ze zásad HPLC. V 

následujícím textu budou shrnuty základní fakta o HPLC z hlediska obecných 

principů, používaných stacionárních fází a instrumentace. Jelikož HPLC není 

hlavní metodou využitou v této disertační práci, zaměřím se pouze na stručnou 

charakteristiku HPLC za účelem možného porovnání a především detailnějšího 

pohledu na techniku UPLC. 

 

Vysokoú činná (vysokotlaká) kapalinová chromatografie (HPLC)  

[vypracováno ze zdrojů 88, 92, 97, 98, 99] 

HPLC byla vyvinuta počátkem 70. let a vycházela z principů a velkého 

rozmachu chromatografie plynové. Vysoké účinnosti je dosaženo použitím 

stacionárních fází obsahujících malé částice pravidelného tvaru a jednotné 

velikosti (3 – 15 µm), kterými je homogenně naplněna chromatografická kolona. 

Vysoký tlak (jednotky až desítky MPa, max. 60 MPa) umožňuje průtok mobilní 

fáze skrz kolonu, jejíž vnitřní náplň působí odpor, a proto by bez vyvinutí vysokých 

tlaků analýza nebyla možná. Oblast použití HPLC vhodně doplňuje GC, neboť 

umožňuje analýzu iontů, polárních i nepolárních organických látek, málo těkavých 

či tepelně nestabilních sloučenin. HPLC tedy slouží jako vhodná metoda pro 
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dělení téměř všech organických látek, které jsou rozpustné v běžných organických 

rozpouštědlech, ve vodě a nebo zředěných kyselinách. V HPLC lze využít různé 

separační mechanismy zahrnující adsorpci, chemisorpci, iontovou výměnu, 

rozdělování mezi dvě nemísitelné kapaliny či separaci na základě velikosti částic 

(vylučovací chromatografie) aj. Společným jmenovatelem pro všechny typy 

separací je kapalná mobilní fáze a vysoký tlak při analýze.  

HPLC separaci lze významně ovlivnit jak volbou stacionární fáze, jejichž 

široká škála je dnes různými výrobci nabízena, tak složením fáze mobilní, která na 

rozdíl od GC není inertní, ale naopak interaguje s analyty a ovlivňuje jejich chování 

v chromatografickém systému. 

Analyzované látky jsou separovány na základě retence (zadržení) na 

koloně. Vymývání z kolony se nazývá eluce. Separované látky jsou eluovány buď 

mobilní fází o konstantním složení (izokratická eluce) nebo se složení může 

průběžně lineárně či nelineárně měnit, a potom se jedná o gradientovou eluci. 

Faktory, které ovlivňují separaci látek pomocí HPLC, zahrnují: 

• fyzikálně-chemické vlastnosti analytů 

• volba a typ stacionární fáze 

• složení mobilní fáze 

• druh eluce 

• průtok MF 

• parametry kolony (délka, vnitřní průměr, velikost částic SF) 

• pracovní teplota 

• nastavení autosampleru 

• volba a nastavení detektoru. 

 

Stacionární fáze v HPLC 

Nejobecněji lze stacionární fáze rozdělit na polární a nepolární. Zatímco 

polární sorbenty (silikagel – oxid křemičitý, alumina – oxid hlinitý) umožňují 

separaci polárních látek s použitím nepolárních rozpouštědel jako mobilních fází, 

nepolární SF se používají pro analýzu látek nepolárních a využívají polární mobilní 

fáze. První zmíněné provedení se nazývá chromatografie na normálních fázích 

(normal-phase chromatography, NP), naopak druhý typ se označuje jako 

chromatografie reverzní (reversed-phase chromatography, RP) a v dnešní době 

představuje nejběžněji používaný analytický systém. 
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a) Chromatografie na normálních fázích (NP) 

Chromatografie na normálních fázích je z historického pohledu starší 

sestrou chromatografie reverzní. Tradičním sorbentem je silikagel - porézní oxid 

křemičitý nesoucí na svém povrchu silanolové (Si-OH) a siloxanové (Si-O-Si) 

skupiny. Silanolové skupiny jsou nezbytné pro separaci látek, neboť umožňují 

tvorbu specifických interakcí pomocí vodíkových můstků. Naopak siloxanové 

skupiny způsobují nežádoucí nespecifické interakce s analyty. Pro HPLC se 

používají silikagelové částice o velikosti 2 – 12 µm. Nevýhodou silikagelu je jeho 

nestabilita při nízkém a vysokém pH (<2, >8). Silikagel se však dnes používá 

především jako nosič chemicky vázaných stacionárních fází, a proto, ač je 

samotný skalním představitelem „normální“ chromatografie, využíváme jej 

mnohem více v rámci chromatografie reverzní.  

Jako mobilní fáze se používají nepolární rozpouštědla (hexan, heptan) s 

1% přídavkem polárnějších modifikátorů (voda, alkoholy, acetonitril, 

tetrahydrofuran). NP chromatografie se používá k separaci polárních sloučenin 

(např. tricyklická antidepresiva). Silikagel lze také s výhodou aplikovat při dělení 

polohových či cis/trans izomerů. 

 

b) Chromatografie na chemicky vázaných fázích 

Přestože by logicky měla následovat charakteristika reverzního systému, 

zaměřím se nyní na chemicky vázané fáze, které zahrnují jak fáze polární, tak (a 

to zejména) fáze nepolární, čili reverzní. Chromatografie a problematika 

stacionárních fází představuje poměrně složité téma, které nelze popsat jako 

„černo-bílý“ systém, naopak skýtá velmi široké možnosti pro nalezení ideálního 

chromatografického systému pro analyzovanou skupinu látek. 

Chemicky vázané fáze jsou založené na připojení různých funkčních skupin 

na povrch nosiče. Nejčastěji používaným nosičem je silikagel, jehož volné 

hydroxylové skupiny poskytují aktivní vodíkové atomy, které umožňují reakci a 

tvorbu pevných siloxanových vazeb. Podle charakteru navázané funkční skupiny 

mohou být připraveny stacionární fáze o různé polaritě. Mezi funkční skupiny 

vázané na silikagel patří kratší i delší alkylové řetězce (methyl, butyl, oktyl, 

oktadecyl) či fenylové, amino-, kyano- a jiné skupiny. V reverzní chromatografii se 

nejčastěji používají oktadecylové (C18) stacionární fáze, označované jako ODS (= 

octadecyl silica).  
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Nevýhodou chemicky vázaných fází na bázi silikagelu je chemická 

nestabilita v krajních oblastech pH a také přítomnost volných nezreagovaných 

silanolových skupin, které způsobují nežádoucí interakce s analyty a z toho 

vyplývající chvostování píků. Tyto výše zmíněné nedostatky a omezení představují 

výzvu pro výrobce HPLC stacionárních fází, kteří se snaží alternativními přístupy 

vytvořit stacionární fáze s výhodnými vlastnostmi – vysokou chemickou a 

mechanickou stabilitou.  Výsledkem jsou pak různé moderní SF založené na: 

• blokování volných silanolových skupin u chemicky vázaných fází na 

bázi silikagelu (tzv. end-capping) – snižuje chvostování píků, avšak 

neřeší nestabilitu sorbentu v silně kyselém a bazickém pH 

• použití organických polymerů (např. akrylamid, styrendivinylbenzen) 

– jsou stabilní v celém rozmezí pH, ale jejich nevýhodou je malá 

separační účinnost 

• přípravě hybridních stacionárních fází spojením polymeru a 

silikagelu 

• použití jiných nosičů (např. oxid zirkoničitý, titaničitý) – stálost v 

širším rozsahu pH  

 

Podle druhu náplně rozlišujeme kolony částicové  a monolitické . U 

částicových  kolon hraje důležitou roli velikost částic, jejich symetrický (nejlépe 

dokonale kulovitý) tvar a homogenní uspořádání v koloně. Čím jsou částice menší, 

tím je dosaženo vyšší separační účinnosti, a proto se v dnešní době přechází od 

dříve používaných částic o průměru 5 – 10 µm k částicím o velikosti 2 a méně µm 

(tzv. sub-2-mikronové částice). Avšak stacionární fáze tvořená takto malými 

částicemi vyvolává velký vnitřní odpor kolony, a proto vyžaduje použití vyšších 

pracovních tlaků (až 100 MPa). V souvislosti s tímto problémem bylo nezbytné 

vyvinout dokonalejší instrumentaci schopnou zajistit a současně odolat tak 

vysokým tlakům potřebným k protlačení mobilní fáze skrz submikronový sorbent.  

Monolitické  kolony jsou naopak jednolité tyčinky z polymeru organického 

nebo anorganického původu. Nejčastěji se používají monolitické kolony na bázi 

silikagelu. Vnitřní porézní struktura monolitů je charakterizována přítomností 

mikropórů (2 µm), které snižují zpětný tlak v koloně, což umožňuje uskutečnit 

analýzy s vysokým průtokem mobilní fáze, a mezopórů (13 µm), které zvětšují 

separační povrch a zajišťují interakce s analyty. Monolitické kolony jsou 
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mechanicky odolné, stabilní vůči změnám pH a vyznačují se velkou separační 

účinností i při vysokých průtocích mobilní fáze. [60, 92] 

Současné kolony jsou většinou vyrobeny z nerezové oceli, méně často pak 

ze skla či plastu. Délka kolon se pohybuje v rozmezí 5 – 25 cm a průměr od 1 do 

4,5 mm. 

 

Mobilní fáze v HPLC 

Mobilní fáze se v kapalinové chromatografii výrazně podílí na separačním 

procesu. Pokud je potřeba změnit podmínky chromatografické separace, vždy je 

jednodušší nejprve vyzkoušet různé mobilní fáze, a až poté změnit fázi 

stacionární, neboť mobilní fáze určuje selektivitu chromatografického systému. 

Selektivita vyjadřuje relativní zadržení dvou sousedních látek na koloně.  

V reverzní chromatografii se jako MF používají směsi vody a polárních 

organických rozpouštědel, z nichž nejčastější jsou methanol, ethanol, acetonitril, 

dioxan, tetrahydrofuran či aceton. Čím je MF méně polární, tím má vyšší eluční 

sílu. To znamená, že pokud se nedaří separace dvou nepolárních látek, které 

eluují současně, zvýšením polarity (přídavkem vyššího podílu vody) lze dosáhnout 

rozdělení analytů, ale současně i prodloužení analýzy.  

 

HPLC instrumentace 

Běžný kapalinový chromatograf se skládá z následujících komponent: 

� zásobník mobilní fáze – uzavíratelné lahve pro odplyněnou mobilní 

fázi 

� vysokotlaké čerpadlo – zajišťuje konstantní a reprodukovatelný 

průtok mobilní fáze přes kolonu, jejíž náplň působí velký odpor, proto 

se vstupní tlak vyšplhá až k desítkám MPa. U běžných náplňových 

kolon se průtoky MF pohybují kolem 1 ml/min, avšak čerpadlo by 

mělo zajistit konstantní průtoky MF v rozmezí 0,1 – 10 ml/min.  

� dávkovací zařízení – umožňuje nástřik vzorku na kolonu. Dříve se 

nejvíce používaly dávkovací ventily se smyčkou, které byly plněny 

injekční stříkačkou. Dnes je u moderních HPLC přístrojů nedílnou 

součástí autosampler, který zajišťuje automatické nadávkování 

vzorků. Nástřikové objemy se pohybují v rozmezí 1 – 20 µl. 
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� kolona – je nejdůležitější částí chromatografického systému. 

Současné kolony jsou vyrobeny z nerezové oceli, výjimečně ze skla 

či plastu. Více informací viz. Stacionární fáze v HPLC 

� detektor – zajišťuje detekci separovaných analytů. Volba detektoru 

závisí na vlastnostech analyzovaných látek. Nejběžnější detektory 

používané v HPLC jsou spektrofotometrické, fluorimetrické, 

elektrochemické, refraktometrické a hmotnostní. 

 

Obrázek 13 znázorňuje jednoduché schéma kapalinového chromatografu. 

Současné moderní přístroje jsou již kompletně řízené počítačem pomocí 

sofistikovaného softwaru. Operátor nastaví v chromatografickém programu 

všechny parametry analýzy (průtok, velikost nástřiku, dobu analýzy, výběr 

detektoru a podmínky detekce atd.) a po změření vzorků může záznamy přímo v 

programu vyhodnotit. Pokrok tak přináší nejen časovou úsporu, ale také vyšší 

kontrolu nad analýzou a dokonalejší ovládání chromatografického procesu.  

 

 

 
Obrázek 13: Schéma HPLC systému. Zdroj: www.waters.com  13.4.2008  
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Ultra ú činná kapalinová chromatografie (UPLC)  

[vypracováno ze zdrojů 88, 97, 100] 

Základem UPLC technologie jsou malé 1,7 – mikronové částice stacionární 

fáze, které zajišťují vysokou separační účinnost a rozlišení, jak vyplývá z Van 

Deemterovy teorie. Na Obrázek 14 je znázorněna závislost lineární průtokové 

rychlosti na výškovém ekvivalentu teoretických pater (HETP) v souvislosti s 

různou velikostí částic sorbentu. HETP vyjadřuje separační účinnost kolony a je 

nepřímo úměrný počtu teoretických pater (H). Zjednodušeně lze říci, že čím je 

menší hodnota HETP, tím je dosaženo vyšší separační účinnosti. Z Van 

Deemterových křivek je patrné, že s klesající velikostí částic klesá hodnota HETP, 

což v praxi znamená zajištění velmi účinné separace a s tím souvisejícího lepšího 

rozlišení. Rozlišení (R) vyjadřuje relativní separaci dvou látek. Ideální rozlišení 

představuje rozdělení dvou píků až na základní linii.  

 

 
 
Obrázek 14: Van Deemterovy k řivky - porovnání separa ční účinnosti kolon s r ůznou 
velikostí částic stacionární fáze. Zdroj: www.waters.cz   
 

Se změnou velikosti částic také souvisí různý tvar křivek ve vztahu k 

lineární průtokové rychlosti. Lineární průtok mobilní fáze u [mm/sec] vyjadřuje 

průměrnou rychlost pohybu separovaných složek kolonou a je dán poměrem délky 

kolony a retenčního času dané složky. Ideální lineární průtoková rychlost je 
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taková, při níž je dosaženo nejvyšší separační účinnosti systému. V případě kolon 

s 10 µm částicemi je takové rozmezí úzké, naopak s klesající velikostí částic se 

oblast maximální separační účinnosti, a tedy i rozsah ideální průtokové rychlosti, 

rozšiřuje.  

Jak již bylo zmíněno, kolony naplněné sorbentem s 1,7-mikronovými 

částicemi působí mnohonásobně vyšší zpětný tlak (až 10x vyšší oproti HPLC), 

kterému musí být uzpůsobené všechny komponenty UPLC systému. Kýženým 

přínosem je však dosažení až dvojnásobného rozlišení, trojnásobné citlivosti a 

desetinásobného zvýšení rychlosti analýzy.  

 

Acquity UPLC Systém 

Sestava ACQUITY UPLC™ je znázorn ěna na Obrázek 15 
Obrázek 15 a zahrnuje binární vysokotlaké čerpadlo (Solvent Manager), 

automatický dávkovač (Solvent Manager), kolonový termostat (Column Heater/ 

Cooler) a volitelný detektor (na obrázku je dvoukanálový UV/VIS detektor). Acquity 

systém je ovládán pouze z počítače pomocí softwaru Empower.  

 

 
 
Obrázek 15: Acquity UPLC System, Waters (USA). Zdro j: www.waters.cz   
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Charakteristika jednotlivých částí Acquity UPLC: 

 

• Pumpa - Binary Solvent Manager (BSM) 

Binární vysokotlaké čerpadlo zajišťuje konstantní průtok mobilní fáze 

v rozmezí 0,01 – 2,00 ml/min. BSM umožňuje výběr ze čtyř rozpouštědel (A1, A2, 

B1, B2). Pro vytvoření gradientu je k dispozici výběr z jedenácti různých 

gradientových křivek. Maximální pracovní tlak činí 15 000 psi (~ 100 MPa). K 

dokonalému odplynění rozpouštědel slouží vakuová odplyňovací technologie. 

Mrtvý objem čerpadla je menší než 120 µl. BSM pumpa (jakož i celý Acquity UPLC 

systém) je vyrobena z ušlechtilých a vysoce odolných materiálů (nerezová ocel, 

safír, rubín, titanové slitiny, teflon, polyethylen). 

 

• Autosampler – Sample Manager (SM)  

Do autosampleru je možné vložit 2 destičky pro umístění vialek se vzorky. 

Kapacita autosampleru závisí na typu použitých vialek, v případě standardních 

2 ml vialek činí 2 x 48 vzorků. Kapacitu je možné rozšířit přidáním doplňkového 

autosampleru (Sample Organiser) na levý bok UPLC sestavy, který pojme až 336 

2 ml vialek.  

Nástřikový objem je volitelný v rozmezí 0,1 – 50 µl. Podle požadovaného 

objemu je nezbytné vybrat odpovídající velikost smyčky (k dispozici jsou smyčky o 

objemu 1, 2, 5, 10, 20 a 50 µl). Autosampler disponuje termostatem v rozsahu 

teplot 4 – 40 °C. Požadavky na objem vzorku jsou mi nimální (5 µl). Nástřikový 

systém je oplachován dvěma roztoky (strong wash a weak wash).  

 

• Kolonový termostat – Column Management  

Do kolonového termostatu je možné umístit jednu chromatografickou 

kolonu o délce 2 – 15 cm a vnitřním průměru 1 – 4,6 mm). Každá kolona je 

opatřena mikročipem eCord (viz Obrázek 16), jehož připevněním ke snímači, který 

se nachází na boční straně kolonového termostatu, je zajištěno ukládání všech 

detailů životního cyklu kolony. U každé zapojené kolony pak lze v přehledné 

tabulce sledovat celkový počet měřených vzorků (včetně názvu použité metody), 

počet provedených nástřiků či tlakovou historii kolony (maximální pracovní tlak). 

První typy dodávaných termostatů umožňovaly pouze vyhřívání prostoru 

v rozmezí 25 – 65 °C, nov ější modely již zajišťují i chlazení kolonového prostoru 

na 5 °C. 
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• Detektor  

Jako detektor je volitelně instalován dvoukanálový UV/VIS detektor 

(Tunable UV detector) nebo detektor diodového pole (PDA detector). Oba typy 

zajišťují rychlý sběr dat. Inovativní design průtokové cely  je optimalizovaný pro 

rychlou a citlivou detekci.   

Novinkou je možnost připojení nového fluorescenčního skenujícího 

detektoru FLR vhodného pro vysoce citlivou analýzu přirozeně fluoreskujících 

látek nebo látek derivatizovaných pro fluorescenční detekci.  

Kromě toho splňuje Acquity UPLC všechny požadavky pro připojení k 

hmotnostním detektorům. Malé systémové objemy jsou vhodné především pro 

spojení s detektory vybavené ESI zdrojem (ionizace elektrosprejem), protože pak 

již není nutné použít dělič proudu MF, který je v případě vyšších průtoků v HPLC 

naopak vyžadován. Na Katedře analytické chemie je UPLC sestava vybavena 

nejen standardním TUV detektorem, ale i hmotnostním detektorem Quattro micro. 

 

• Hmotnostní detektor – Micromass Quattro micro API 

 Jedná se o tandemový systém vybavený 

iontovým zdrojem pro ionizaci za atmosferického tlaku 

(Atmospheric pressure ionisation – API), a to 

s možností volby ionizace elektrosprejem (ESI) či 

chemické ionizace za atmosferického tlaku 

(Atmospheric pressure chemical ionisation – APcI) a 

dále hmotnostním analyzátorem typu trojitého 

kvadrupólu, umožňující jak detekci v režimu LC/MS, tak 

i LC-MS/MS. Teorie hmotnostní spektrometrie bude 

vysvětlena v následující kapitole. Quattro micro detektor ve spojení s UPLC 

povyšuje tuto sestavu na univerzální chromatografický systém zajišťující  vysokou 

rychlost, citlivost a rozlišení. 

 

• Kolony  

Chromatografické kolony pro UPLC jsou naplněny sorbenty připravenými 

patentovanou BEH technologií (Bridged Ethylsiloxane/silica Hybrid particles). 

Takto připravené částice vynikají vyšší mechanickou a chemickou odolností. 

Podstatou BEH sorbentů je jejich hybridní charakter, kdy jsou do struktury 
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anorganického silikagelu zabudované organické ethylsiloxanové můstky (viz 

Obrázek 16), čímž materiál získává nové vlastnosti, především ve směru širokého 

rozmezí pH (1-12) a lepších tvarů píků. Částice sorbentu mají velikost 1,7 µm a 

jsou plněny do kolon za vysokého tlaku. 

 V současné době firma Waters dodává UPLC kolony v pěti provedeních: 

C18, C8, Shield RP18, Phenyl a HILIC. Kolony Shield RP18 představují kombinaci 

BEH technologie s technologií Shield, která je založená na vsazení karbamátové 

skupiny do struktury vázané fáze umožňující zvýšenou retenci fenolických látek. 

 

 

  

 
Obrázek 16: Vnit řní struktura hybridního BEH sorbentu (vlevo) a UPLC  kolona vybavená 
mikro čipem eCord (vpravo). Zdroj: www.waters.cz  

 

Druhým typem UPLC sorbentu vyvinutého firmou Waters jsou HSS částice 

(High Strength Silica) o velikosti 1,8 µm tvořené chemicky modifikovaným 

silikagelem speciálně vyvinutým a testovaným tak, aby odolal tlakům až 15 000 

psi. HSS kolony jsou dostupné v různých chemických provedeních. 
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3.4 Hmotnostní spektrometrie (MS) 

[vypracováno ze zdrojů 92, 101, 102, 103] 

Hmotnostní spektrometrie umožňuje měření hmotností látek (atomů, 

molekul či jejich částí), které se vyskytují v ionizovaném stavu. Výstupem MS 

analýzy je hmotnostní spektrum vyjadřující závislost poměru hmotnosti ku náboje 

daného iontu (m/z) a intenzity iontového proudu, která se programově převádí na 

relativní intenzitu v procentech. Nejintenzivnější iont ve spektru pak odpovídá 

hodnotě 100%.  Hmotnostní spektrum je za daných podmínek pro každou látku 

charakteristické a při správné interpretaci poskytuje informaci o struktuře 

analyzované látky. Proto mezi jednu z oblastí využití MS patří stopová analýza a 

zjištění struktury organických látek. Druhou oblastí je pak spojení MS se 

separačními metodami (GC, HPLC), což umožňuje jednak identifikaci jednotlivých 

složek komplexních vzorků, ale také vysoce citlivou analýzu směsí o známém 

složení. Z řečeného vyplývá, že hmotnostní spektrometrie nalézá uplatnění 

v širokém spektru laboratoří s různým zaměřením, od rutinních kontrolně-

analytických laboratoří až po výzkumná klinická pracoviště či ústavy zaměřené na 

analýzu životního prostředí. 

 

3.4.1 MS instrumentace 

Mezi tři základní komponenty hmotnostního spektrometru patří iontový 

zdroj , hmotnostní analyzátor  a detektor (viz Obrázek 17).  

V iontovém zdroji  dochází k ionizaci analyzované látky, tedy k jejímu 

převedení na kladné nebo záporné ionty. V tomto místě se také mohou odehrávat 

fragmentační reakce vedoucí ke štěpení chemických vazeb v molekule a ke vzniku 

fragmentů. Každému iontu odpovídá určitá hodnota m/z. Z iontového zdroje ionty 

vletí do hmotnostního analyzátoru, který je podle jejich hodnot m/z rozdělí 

v čase či prostoru. Proud iontů je pak směřován na detektor , který poskytuje 

signál úměrný počtu dopadajících iontů. Celé zařízení je propojeno s počítačem, 

jehož prostřednictvím je spektrometr ovládán, a který vyhodnocuje signál 

z detektoru převedením na hmotnostní spektrum.  Nezbytnou součástí 

hmotnostního spektrometru je i vakuové čerpadlo, které zajišťuje dostatečně nízký 

tlak pro chod přístroje. Důležité je také vhodné řešení vstupu analytu z 

chromatografického systému do iontového zdroje. 
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Obrázek 17: Schéma hmotnostního spektrometru. Zdroj : M. Holčapek, P řednášky k 
předmětu „Hmotnostní spektrometrie v organické analýze“ 
http://holcapek.upce.cz/teaching/MS_prednasky_NEW_0 1_Uvod.pdf , 24.4.2008  
 

Iontový zdroj  

Ionizace analyzované látky je základní předpoklad hmotnostně-

spektrometrické analýzy. Ionizační energie většiny organických látek se pohybuje 

v rozmezí 7 – 16 eV a děje, jejichž energie je vyšší než prahová ionizační energie 

analyzované látky, vedou k její ionizaci. Pokud je však energie dodaná molekule 

výrazně vyšší než její tzv. první ionizační energie, dochází k fragmentaci vzniklého 

iontu. Ionizační techniky se podle množství dodané energie dělí na měkké  a 

tvrdé . U měkkých ionizačních technik dochází k ionizaci a omezené fragmentaci 

iontů, naopak tvrdé ionizační techniky zahrnují dodání velkého přebytku energie, 

což vede k rozsáhlé fragmentaci iontů.  

Mezi tvrdé ionizační techniky patří ionizace elektronem (electron 

ionization, EI). EI probíhá v plynné fázi a používá se především ve spojení s GC. 

Principem ionizace elektronem je interakce molekul analyzované látky s proudem 

elektronů o velké energii (70 eV), přičemž většinou dochází k uvolnění elektronu z 

molekuly analytu a vzniku tzv. radikálkationtu M+·. S menší pravděpodobností je 

elektron zachycen molekulou analyzované látky za vzniku záporně nabitého 

radikálaniontu M-·. Druhá zmíněná rekace probíhá snadněji za přítomnosti 

elektronegativního prvku ve struktuře molekuly. Jelikož se jedná o nejstarší 

ionizační techniku a pro jednotlivé třídy látek jsou podrobně popsána pravidla 

jejich ionizace, existují rozsáhlé knihovny spekter, které umožňují identifikaci látek 

na základě porovnání jejich hmotnostních spekter s knihovnou (při dodržení 
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stejných podmínek ionizace). V současné době obsahují knihovny kolem 500 000 

spekter. 

Měkké ionizační techniky zahrnují chemickou ionizaci a větší skupinu 

sprejových ionizačních technik. Chemická ionizace  (chemical ionization, CI) 

probíhá v plynné fázi, a proto je také běžně používaná v kombinaci s GC. Při 

chemické ionizaci je energie z rychle letících elektronů předána molekulám 

analytu prostřednictvím reakčního média nejčastěji tvořeného plynem nebo parami 

nízkovroucí kapaliny. Reakční médium je umístěno v ionizační komůrce pod 

velkým tlakem. Vlivem energie urychlených elektronů vzniká nejprve radikálkationt 

molekuly reakčního média, ze kterého je potom (po vnesení analyzované látky) 

přenesen proton na neutrální molekulu analytu za vzniku kationtu MH+ (tzv. kvazi-

molekulární iont). Mezi nejčastěji používaná reakční média patří helium, vodík, 

methan, propan, butan či amoniak. Konstrukce ionizačního zdroje pro EI a CI je 

téměř stejná, proto se často vyrábí kombinovaný zdroj EI-CI.  

Mezi sprejové ionizační techniky patří ionizace termosprejem, 

elektrosprejem a chemická ionizace za atmosferického tlaku. Probíhají v kapalné 

fázi, a proto se kombinují s kapalinovou chromatografií či kapilární elektroforézou.  

U termospreje  (thermospray ionization, TSI) vstupuje mobilní fáze z kolony 

do kovové kapiláry vyhřívané na teplotu 200 – 300°C. P ůsobením vysoké teploty 

mobilní fáze vře a rozpráší se na malé kapičky, které se dále postupně odpařují a 

zmenšují, až vzniknou disociované ionty, které samovolně přejdou do plynné fáze. 

Pomocí elektrody s vloženým napětím jsou ionty vedeny do hmotnostního 

analyzátoru. Tímto procesem vznikají kladné i záporné ionty, přičemž výtěžnost 

ionizace velmi závisí na složení mobilní fáze a teplotě kapiláry. Ionizace 

termosprejem není vhodná pro tepelně nestabilní analyty.  

V současné době nejpoužívanější ionizační techniku pro spojení HPLC-MS 

představuje ionizace elektrosprejem  (electrospray ionization, ESI). Kapalina je 

rozprášena z ústí tenké kovové kapiláry působením elektrického pole za vzniku 

drobných kapiček, které jsou v protiproudu dusíku o teplotě až 200°C vysušeny. 

Disociované látky opět přechází přímo do plynné fáze a dále do hmotnostního 

analyzátoru. Podle polarity napětí, které je vkládáno na elektrodu, vznikají buď 

kladné či záporné ionty a rozlišuje se tzv. pozitivní (ESI+) či negativní (ESI-) mód.  

Chemická ionizace za atmosférického tlaku  (atmospheric pressure 

chemical ionization, APCI) se od ionizace elektrosprejem liší tím, že mobilní fáze z 

HPLC je rozprášena pomocí pneumatického rozprašovače vyhřívaného až na 
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700°C, čímž dojde k efektivnímu rozprášení a odpaření kapalné fáze. V prostoru 

zdroje se nachází tzv. koronová jehla, jejímž výbojem dojde nejprve k ionizaci par 

mobilní fáze a molekul zmlžovacího plynu za vzniku chemicko-ionizačního 

plazmatu. Prostřednictvím plazmatu jsou pak molekuly analytu ionizovány stejným 

mechanismem jako u chemické ionizace.  

 

Hmotnostní analyzátory  

V analyzátoru jsou ionty opouštějící iontový zdroj rozděleny podle jejich 

hodnoty m/z. K nejpoužívanějším hmotnostním analyzátorům patří magnetický 

analyzátor, který je současně i nejstarším prototypem, dále kvadrupólové 

analyzátory, iontové pasti a průletové analyzátory.  

Magnetický hmotnostní analyzátor  je tvořen elektromagnetem, mezi 

jehož póly procházejí ionty. Působením homogenního magnetického pole ionty o 

rozdílném m/z opisují trajektorii o různých poloměrech, číž dojde k jejich 

prostorovému rozdělení. Magnetický analyzátor je charakterizován vysokým 

rozlišením a používá se v samostatných spektrometrech bez spojení se separační 

metodou.  

Naopak v kombinaci s kapalinovou či plynovou chromatografií je v 

konstrukci hmotnostního spektrometru často uplatňován kvadrupólový 

analyzátor , který je tvořen čtyřmi tyčemi s vkládaným stejnosměrným a 

vysokofrekvenčním střídavým napětím (viz Obrázek 18). Do prostoru mezi tyčemi 

vniknou letící elektrony a ve střídavém elektrickém poli začnou oscilovat. 

Kvadrupól funguje jako filtr, protože ionty o určitém m/z projdou pouze v okamžiku 

vhodně vloženého napětí na tyče. Postupnou změnou napětí vkládaných na 

kvadrupól procházejí mezi tyčemi postupně všechny ionty dál do detektoru 

hmotnostního spektrometru. Tomuto průběžnému filtrování iontů na základě 

změny vkládaných napětí se říká tzv. skenování.  
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Obrázek 18: Schéma kvadrupólového analyzátoru. Zdro j: webové stránky University 
of Bristol, http://www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/tandem-ms.html , 25. 4. 2008 
 

Kvadrupóly mohou být umístěny tandemově, tzn. za sebou, za účelem 

provádění cílené fragmentace vybraných iontů. Tandemové techniky se zkráceně 

označují jako MS/MS nebo MS2. Nejběžnějším zařízením tohoto druhu je trojitý 

kvadrupól  (triple quadrupole, QQQ), který je s výhodou používán ve spojení s 

měkkými ionizačními technikami, jež narozdíl od EI samy o sobě neposkytují 

mnoho fragmentů. Trojitý kvadrupól je tvořen třemi za sebou řazenými 

jednoduchými kvadrupóly. Prostřední z nich (Q2) funguje jako kolizní cela, kde 

dochází k fragmentaci iontů pomocí tzv. kolizí indukované disociace  (collision 

induced dissociation, CID) probíhající v prostředí kolizního plynu (He, Ar, N2). 

První a třetí kvadrupól (Q1, Q3) slouží jako hmotnostní filtry. V prvním kvadrupólu 

je vybrán iont o určitém m/z (iont prekurzoru neboli mateřský iont), který je vpuštěn 

do kolizní cely, kde vznikají fragmenty vybraného iontu. Fragmentové ionty jsou 

následně zanalyzovány třetím kvadrupólem a dopadají na detektor. Takový 

záznam z detektoru se nazývá produktové (dceřiné) spektrum.  

Výše popsaný princip (nazývaný jako sken produktových iont ů) 

představuje pouze jeden z několika možných typů MS/MS experimentů a je 

znázorněn na Obrázek 19 (příklad č. 1). Mezi další typy patří sken iont ů 

prekurzoru  (dříve sken rodičovských iontů), kdy podle fragmentových iontů 

zjistíme původní produktový iont, a sken neutrálních ztrát , jehož prostřednictvím 

zjistíme charakterické dvojice iontů prekurzorů a produktů, u kterých dochází k 

odštěpení vybrané hmotnostní ztráty, např. m/z = 18 pro odštěpení vody (viz 

Obrázek 19, příklady č. 2 a 3). 
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Obrázek 19: R ůzné typy MS/MS experiment ů. Zdroj: webové stránky University of 
Bristol, http://www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/tandem-ms.html , 25. 4. 2008  
 

Dalším druhem hmotnostního analyzátoru je iontová past  (iont trap, IT) 

sestávající ze dvou kruhových elektrod a jedné prstencové elektrody, na kterou se 

přivádí střídavé napětí. Princip iontové pasti spočívá v pulzním přivedení iontů o 

širokém rozsahu m/z do pasti, kde jsou zachyceny, neboť se  působením 

střídavého napětí o malé amplitudě udržují na stabilních drahách. Zvýšením 

amplitudy střídavého napětí přiváděného na prstencovou elektrodu jsou ionty 

postupně vypuzovány z pasti na detektor podle jejich hodnoty m/z.  Jedná se v 

podstatě o trojrozměrnou variantu kvadrupólu. Přiváděné ionty mohou pocházet 

buď z externího iontového zdroje (často u spojení HPLC/MS) a nebo mohou 

vznikat i přímo v iontové pasti pomocí ionizace pulsem elektronů (GC/MS). Iontová 

past existuje ve sférickém a lineárním provedení.  

V iontové pasti lze provádět i tzv. MSn analýzu spočívající v několikanásobné 

fragmentaci vybraného iontu, což s výhodou umožňuje určení struktury neznámé 

látky. Vybraný iont prekurzoru je zadržen v pasti (ostatní ionty jsou z pasti 

vypuzeny) a pomocí kolize v přítomnosti He dojde k fragmentaci iontu a 

zaznamenání MS/MS spektra. Stejným způsobem lze pokračovat dále (výběr 

iontu-fragmentu, vypuzení ostatních, nová fragmentace), teoreticky až k MS10, 
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avšak prakticky jsme omezeni citlivostí detekce a životností iontů. V praxi se 

dosahuje řádu MS3 až MS5, což plně dostačuje k provedení strukturní analýzy.  

 

 
 
Obrázek 20: Schéma iontové pasti. Zdroj: webové str ánky University of Bristol, 
http://www.chm.bris.ac.uk/ms/theory/qit-massspec.ht ml  , 25. 4. 2008 

 

Posledním zmíněným analyzátorem je průletový analyzátor  (time of flight, 

TOF), který sestává z evakuované trubice. Ionty s rozdílnou hodnotou m/z letí 

trubicí různou rychlostí, čímž dochází k jejich separaci. „Těžší“ iont letí pomaleji, 

zatímco „lehčí“ rychleji, a proto dopadá na detektor dříve. TOF se používá pro 

analýzu vysokomolekulárních látek.  

 

Detektory  

Ve hmotnostní spektrometrii se používají dva druhy detektorů – detektory 

pro přímá měření a násobičové detektory. Druhé zmíněné bývají součástí 

veškerých komerčních MS zařízení a jsou zastoupeny elektronásobičovými a 

fotonásobičovými detektory, které vykazují vyšší citlivost a životnost, a proto bývají 

upřednostňovány.  

 

 

3.4.2 Hmotnostní spektrum 

Základním výsledkem MS analýzy je hmotnostní spektrum analyzované 

látky. Vodorovná osa odpovídá hodnotě m/z, svislá osa představuje odezvu 

detektoru vyjádřenou nejčastěji v procentech odpovídajícím relativní intenzitě 
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iontového proudu. Nejintenzivnější pík ve spektru je charakterizován relativní 

intenzitou 100%. Většinou se setkáváme s čarovými spektry, ve skutečnosti však 

každé „čáře“ ve spektru odpovídá reálný pík, který je jen pomocí softwaru 

nahrazen úsečkou, jejíž poloha na ose m/z odpovídá maximu daného píku. 

Čarová spektra představují přehlednější formu pro jejich interpretaci.   

V případě spojení MS s chromatografickou metodou, nachází se ve spektru 

analyzované látky i píky iontů mobilní fáze. Tuto složku spektra lze odstranit 

odečtením signálu odpovídajícímu situaci před a po průchodu chromatografického 

píku. Tento postup je proveden pomocí sofistikovaných MS programů a přináší 

jednak zjednodušení spektra pro interpretaci, ale také snížení šumu a tím zvýšení 

citlivosti analýzy.  

 

3.4.3 Spojení HPLC - MS 

Výhoda spojení chromatografických metod s hmotnostní spektrometrií 

spočívá v možnosti separace a identifikace složité směsi látek během jedné 

analýzy. Spojení HPLC/MS však nebylo zpočátku jednoduché, a to z důvodu 

velkého rozdílu tlaků mezi hmotnostním analyzátorem (tlak 10-3 Pa) a látkami 

vstupujícími do iontového zdroje z kapalinového chromatografu (105 Pa). Další 

problém spočíval v nutnosti odstranění obrovského nadbytku mobilní fáze před 

vstupem do vakuové části přístroje. Vývoj měkkých ionizačních technik pracujících 

za atmosférického tlaku (ESI a APCI), kde se mobilní fáze přímo účastní 

ionizačního procesu, však znamenal naprostý průlom v řešení spojení HPLC/MS, 

které dnes představuje velice spolehlivou metodu využívanou ve všech oblastech 

organické analýzy.  

Před HPLC/MS analýzou je třeba nejprve zvolit vhodnou ionizační techniku 

na základě typu analyzovaných látek: APCI je určena pro polární i nepolární 

nízkomolekulární látky do molekulové hmotnosti cca 1000 Da (g/mol), naopak ESI 

lze použít pro makromolekulární látky (středně až velmi polární) do 100 000 Da. 

Podle chemické povahy analytu také volíme záznam kladných či záporných iontů. 

Zatímco kladný mód je aplikovatelný na většinu sloučenin, záporný mód je 

upřednostňován v případě sulfonových a karboxylových kyselin, hydroxysloučenin 

či nitrosloučenin.   

U reverzní HPLC/MS se jako mobilní fáze používají tradiční rozpouštědla 

(methanol, acetonitril, ethanol, 2-propanol a jejich směsi s vodou), vždy však 
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musíme dbát na nejvyšší možnou čistotu. Nežádoucí je přítomnost anorganických 

sodných a draselných solí používaných jako pufrů, pro pufrovací efekt lze využít 

těkavé soli typu octanu či mravenčanu. Pro podpoření ionizace analytů se k 

mobilní fázi často přidávají v malých koncentracích těkavá aditiva (0,05 – 1% 

kyselina mravenčí, octová, amoniak). Průtok mobilní fáze je omezen do 1 ml/min, 

v případě UPLC/MS do 0,5 ml/min.   

 Získaná spektra nelze porovnávat s knihovnou spekter, protože se mohou 

výrazně lišit podle použité ionizační techniky či pracovních podmínek. Při použití 

měkkých ionizačních technik vznikají téměř výhradně ionty se sudým počtem 

elektronů s vysokou relativní intenzitou molekulárních aduktů. V pozitivním módu 

se často objevují adukty [M+H]+, [M+Na]+, [M+K]+, v negativním naopak adukty [M-

H]-.  

Oblast aplikace HPLC/MS leží jak v potravinářské či farmaceutické analýze, 

tak v oboru toxikologie a ekologie. Vzhledem k neustále se rozšiřujícímu spektru 

látek, které nás obklopují a působí na lidský organismus, je třeba věnovat velkou 

pozornost kontrole potravin či léčiv, osudu toxických látek v těle či monitorování 

látek znečišťujících životní prostředí. Pro všechny tyto úkoly nám může být 

hmotnostní spektrometrie (v jakékoliv podobě a kombinaci) dobrým a spolehlivým 

pomocníkem.  
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3.5 Kapilární elektroforéza (CE) 

[Vypracováno ze zdrojů 92, 104] 

Kapilární elektroforéza patří do skupiny elektromigračních separačních 

metod, jejichž princip je založen na elektroforetické migraci iontů v elektrickém poli 

probíhající v tenké kapiláře. Úplné počátky elektromigračních metod sice sahají již 

do 19. století, hlavní rozvoj však tyto techniky zaznamenaly až v 80. letech 

minulého století a od té doby se stále vyvíjejí. Právě z důvodu jejich poměrně 

krátkého působení na poli separačních analytických metod ve srovnání s 

„chromatografickou klasikou“ nenalézají zatím elektromigrační metody tak široké 

praktické uplatnění. Nicméně technický pokrok a špičkové přístroje dodávané 

renomovanými zahraničními výrobci postupně vydobývají těmto metodám čestné 

místo na slunci a prosazují se tak i do oblasti praktické analytiky a rutinních 

měření. K hlavním výhodám elektromigračních metod patří malá spotřeba 

rozpouštědel, vysoká separační účinnost, rychlost analýzy a relativně snadná a 

rychlá optimalizace separačních podmínek. Horší reprodukovatelnost a nižší 

citlivost představují naopak jisté neduhy těchto separačních technik. 

Kapilární elektromigrační metody zahrnují šest základních technik lišících 

se mechanismem separace a charakterem elektrolytu v kapiláře: 

 

1. Kapilární zónová elektroforéza (CZE) 

2. Kapilární gelová elektroforéza (CGE) 

3. Micelární elektrokinetická kapilární chromatografie (MEKC) 

4. Kapilární elektrochromatografie (CEC) 

5. Kapilární izoelektrická fokusace (CIEF) 

6. Kapilární izotachoforéza (ITP) 

 

Všechny zmíněné metody lze použít pro separaci iontů. MEKC a CEC je 

navíc možné aplikovat i na dělení elektroneutrálních molekul. První čtyři 

vyjmenované metody se často označují souhrnně jako kapilární elektroforéza (CE) 

či vysokoúčinná kapilární elektroforéza (HPCE).  
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3.5.1 Provedení kapilární elektroforézy 

Mezi základní charakteristiky CE patří: 

� použití křemenných kapilár o vnitřním průměru 25 – 75 µm a 

vnějším průměru 300 – 400 µm; vnější povrch kapiláry je potažen 

polyimidovou vrstvou, která zajišťuje její pružnost a ohebnost 

� vložení vysokého napětí (10 – 30 kV) a silného elektrického pole 

na kapalinu v kapiláře 

� velká odolnost kapiláry bránící generaci vysokého proudu 

� vysoká separační účinnost (až 106 teoretických pater) 

� detekce se uskutečňuje přímo v kapiláře, není potřeba žádné 

externí detekční cely 

� dostatečný malý objem vzorku, nástřik vzorku 1 – 50 nl 

� možnost volby různých módů pro optimalizaci selektivity 

� analýza ve vodném médiu, minimum organiky 

� dostupné automatizované přístroje 

 

Obrázek 21 znázorňuje provedení kapilární elektroforézy. Základem je 

roztok separačního elektrolytu naplněný do vstupní a výstupní nádobky (inlet a 

outlet vial). Kapilára spojuje obě nádobky a před každým měřením je také 

naplněna roztokem elektrolytu. Do vstupní a výstupní nádobky jsou umístěny 

elektrody - ve vstupní vialce anoda, ve výstupní katoda. Před započetím analýzy je 

dobré nechat systém ustálit prostřednictvím připojení napětí po dobu nejméně 15 

minut. V okamžiku vložení napětí začne systémem procházet proud, který by 

neměl přesáhnout hodnotu 100 µA, aby se kapilára při měření příliš nezahřívala. 

Pro nadávkování vzorku se vstupní nádobka vymění za nádobku se vzorkem.  

Dávkování lze uskutečnit dvěma základní způsoby: elektrokineticky či 

hydrodynamicky. Při elektrokinetickém dávkování se na elektrody na několik 

sekund vloží dávkovací napětí (např. 5 kV na 6 sekund). Během této doby se do 

kapiláry nasaje malé množství vzorku (jednotky až desítky nanolitrů). Nevýhodou 

tohoto způsobu je odlišné složení vzorku vstupujícího do kapiláry od složení 

vzorku v nádobce, a to z důvodu zvýhodnění kationtů oproti aniontům, neboť 

kationty jsou vtahovány dovnitř kapiláry, zatímco anionty naopak. Pro zajištění 

správných výsledků je možné tuto chybu korigovat použitím vnitřního standardu.  
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Zcela reprezentativní nadávkování vzorku umožňuje hydrodynamická 

metoda, kdy se do nádobky se vzorkem a s ponořeným vstupním koncem kapiláry 

přivede stlačený vzduch o tlaku několika set Pascalů po dobu několika sekund 

(např. 1 kPa na 5 s). Přetlak nad hladinou vzorku způsobí vtlačení několika 

nanolitrů vzorku do kapiláry. Tento postup se používá častěji, avšak nelze 

aplikovat u kapilární gelové elektroforézy a kapilární elektrochromatografie.  

 

 
Obrázek 21: Schéma provedení kapilární elektroforéz y. Zdroj: http://www.chnola-
research.org/faculty/hempe/projects/capillary.htm   
 

Po nadávkování vzorku se kapilára spolu s elektrodou znovu ponoří do 

inletové vialky s elektrolytem a analýza vzorku se spustí vložením napětí na 

elektrody. Ionty jsou separovány na základě jejich rozdílných elektroforetických 

pohyblivostí a současně jsou pomocí elektroosmotického toku unášeny směrem 

ke katodě. K detekci jednotlivých zón se používá většinou absorpční fotometrický 

detektor pro oblast viditelného a ultrafialového světla. Detektor se nachází před 

výstupním koncem kapiláry. Detekce je uskutečněna na základě měření 

absorbance roztoku procházejícího kapilárou. K tomu, aby mohl paprsek světla 

procházet, je kapilára v příslušném místě opatřena detekčním okénkem o velikosti 

několika milimetrů, které se vytvoří odstraněním polyimidové vrstvy opálením a 

nebo naleptáním. V okamžiku, kdy kapilárou projde zóna s analytem, který 

absorbuje záření při zvolené vlnové délce, zaznamená detektor změnu 

absorbance a výsledkem je pík na záznamu z analýzy, který odpovídá separované 

zóně. Záznam se nazývá elektroferogram a vyjadřuje závislost migračního času 
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na odezvě detektoru (absorbanci). Migrační čas představuje dobu od počátku 

analýzy po vstup separované zóny do detekčního okénka. 

 

3.5.2 Princip kapilární elektroforézy 

Separace látek v kapilární elektroforéze je uskutečněna na základě dvou 

mechanismů, a to elektroforetické migraci iont ů v elektrickém poli a 

elektroosmotickém toku  elektrolytu v kapiláře.  

Elektroforetická migrace iontů představuje pohyb iontů v elektrickém poli, 

které v kapiláře vzniká po vložení elektrického napětí. Ionty jsou přitahovány 

elektrostatickými silami k opačně nabitým elektrodám a pohybují se k nim 

konstantní elektroforetickou rychlostí vef, která je přímo úměrná intenzitě 

elektrického pole E a elektroforetické pohyblivosti daného iontu. Elektroforetická 

pohyblivost iontu µef je pro každý iont charakteristická a závisí na celkovém náboji 

iontu, jeho poloměru a dynamické viskozitě prostředí. Vyjadřuje se v jednotkách 

cm2.V-1.s-1; pro kationty má hodnotu kladnou, pro anionty naopak zápornou.  

Elektroosmotický tok (electroosmotic flow, EOF) představuje celkový průtok 

kapaliny v kapiláře, která je pod napětím. EOF vzniká jako důsledek negativního 

náboje na povrchu vnitřní stěny křemenné kapiláry, která je pokryta silanolovými 

skupinami Si-OH, jenž disociují za vzniku záporně nabitých skupin Si-O-. Tyto 

vytvářejí souvislý záporný náboj na vnitřním povrchu kapiláry. Současně vzniká při 

kapilární stěně dvojvrstva, neboť uvolňované protony vodíku ze silanolových 

skupin vytváří kladně nabitý film. Po vložení elektrického napětí se hydratované 

vodíkové kationty uvedou do pohybu směrem ke katodě a strhávají s sebou 

veškerý roztok uvnitř kapiláry, čímž vzniká elektroosmotický tok. Graficky je vznik 

EOF znázorněn na Obrázek 22.  
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Obrázek 22: Vznik elektroosmotického toku. Zdroj: [ 104] 
a) znázorn ění negativn ě nabitého vnit řního povrchu k řemenné kapiláry 
b) hydratované kationty nashromážd ěné při st ěně kapiláry a tvo řící dvojvrstvu 
c) sm ěr elektroosmotickho toku po vložení nap ětí na elektrody 
 

Elektroosmotický tok unáší směrem ke katodě všechny molekuly přítomné 

v kapiláře bez ohledu na jejich velikost či náboj. Anionty jsou také neseny EOF, 

byť jsou samy přitahovány opačným směrem (k anodě), neboť jejich 

elektroosmotická pohyblivost může být až o řád menší než EOF. Proto je možné 

analyzovat kationty, neutrální molekuly i anionty během jedné CE analýzy, neboť 

všechny částice putují stejným směrem. Situaci v kapiláře při analýze směsi 

neutrálních (N), záporných (-) a kladných (+) molekul znázorňuje Obrázek 23. 

Kationty migrují nejrychleji, neboť jsou jednak samy přitahovány k záporné 

elektrodě, a jednak je tento pohyb umocněn působením elektroosmotického toku. 

Za nimi následují neutrální molekuly, které proudí rychlostí EOF, a jako poslední 

postupují anionty, které rovněž unáší EOF, avšak současně jsou přitahovány 

anodou na opačnou stranu, což jejich pohyb zpomaluje. Z obrázku je také zřejmé, 
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že pokud vzorek obsahuje více druhů kladně i záporně nabitých iontů, budou tyto 

na základě jejich rozdílných elektroforetických pohyblivostí rozděleny na jednotlivé 

zóny, čímž dojde k jejich separaci. Naopak elektroneutrální molekuly plynou 

všechny současně v jedné zóně, a pokud se ve vzorku nachází více různých 

neutrálních látek, separovány nebudou.  

  

 
Obrázek 23: Rozdílná migrace iont ů a neutrálních molekul p ři kapilární zónové 
elektroforéze. Zdroj: [104] 
 

Neutrální látky, které lze dobře detekovat a jsou dobře rozpustné ve 

vodných roztocích, se používají jako tzv. značkovače EOF (EOF markers) pro 

výpočet elektroosmotického toku, a patří k nim např. thiomočovina, methanol či 

formamid.  

Přestože je EOF vnímán většinou jako prospěšný a nezbytný pro analýzu, 

za určitých podmínek (např. při vysokém pH elektrolytu) může být tak velký, že 

molekuly analytů dorazí k detektoru dříve, než dojde k jejich separaci. Velikost 

elektroosmotického toku je ovlivňována různými faktory, jejichž prostřednictvím lze 

EOF kontrolovat tak, aby bylo dosaženo optimálních analytických podmínek: 

 

� pH elektrolytu 

Čím je vyšší pH roztoku elektrolytu, tím větší záporný náboj je 

soustředěn při vnitřní stěně kapiláry, což způsobuje zvýšení rychlosti 

elektroosmotického toku.  

 

� Koncentrace elektrolytu 

Čím je vyšší koncentrace tlumivého roztoku, tím pomalejší EOF je 

pozorován. Roztoky o příliš nízké koncentraci (pod 10 mmol/l) nejsou 

doporučovány, neboť takto zředěné elektrolyty nemají dostatečnou 
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pufrovací kapacitu, což vede k nestejnému rozložení pH podél 

kapiláry a tím k nereprodukovatelným výsledkům.  

 

� Intenzita elektrického pole 

Snížením E dochází ke snížení rychlosti EOF a současně 

k prodloužení analýzy, zhoršení separační účinnosti a rozlišení píků. 

 

� Teplota 

� Přídavek organického rozpoušt ědla 

� Chemická modifikace st ěny kapiláry 

 

Během analýzy, kdy je na elektrody vloženo napětí a kapilárou prochází 

proud, vzniká tzv. Jouleovo teplo, které je vedeno stěnou kapiláry do okolního 

prostředí. Aby nedocházelo k přehřívání elektrolytu v kapiláře a tím k negativnímu 

ovlivňování analýzy, bývá u komerčních přístrojů kapilára chlazena proudícím 

vzduchem nebo kapalinou.  

 

3.5.3 Elektrolyty v CE 

Kapalina proudící uvnitř kapiláry se označuje jako separační elektrolyt, pufr 

či tlumivý roztok. Výběr pufru je velice důležitý pro dosažení úspěšné separace. 

Vzhledem k citlivosti EOF na změnu pH je nezbytné, aby zvolený tlumivý roztok 

zajišťoval konstantní pH ve všech místech kapiláry. Oblast efektivního pufrovacího 

rozmezí pH je přibližně ± 2 jednotky pH od pKa hodnoty vybraného tlumivého 

roztoku. Pufr použitelný pro CE analýzu by měl poskytovat dobrou pufrovací 

kapacitu ve zvoleném rozmezí pH, nízkou absorbanci při vybrané vlnové délce pro 

fotometrickou detekci a nízkou vodivost, aby samotný pufr generoval minimální 

elektrický proud. Mezi nejčastěji používané tlumivé roztoky patří tetraboritanový či 

fosforečnanový pufr, TRIS (trishydroxymethylaminomethan) a citrátový či octanový 

pufr v koncentracích 10 – 100 mmol/l. V Tabulka 3 je uveden přehled tlumivých 

roztoků používaných v kapilární elektroforéze a jejich hodnoty pKa.  
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Pufr pKa Pufr pKa 
Fosfátový 1 2,12 (pKa1) Fosfátový 2 7,21 (pKa2) 
Citrátový 1 3,06 (pKa1) TES 7,50 

Mravenčanový 3,75 HEPES 7.55 
Citrátový 2 4,74 (pKa2) HEPPS 8.00 
Octanový 4,75 TRICINE 8.15 
Citrátový 3 5,40 (pKa3) TRIS 8.30 

MES 6,15 BICINE 8.35 
ADA 6,60 Morpholine 8.49 

BIS-TRIS 6,80 Borátový 9.24 
PIPES 6,80 CHES 9.50 
ACES 6,90 CHAPSO 9.60 

MOPSO 6,90 CAPS 10.40 
Imidazol 7,00 Fosfátový 3 12.32 (pKa3) 
MOPS 7,20   

 

Tabulka 3: P řehled b ěžně používaných elektrolyt ů pro CE. Zdroj: [104] 
 

 

3.5.4 Chirální separace v CE 

Pro separaci izomerních látek či molekul s velmi podobnou chemickou 

strukturou se v kapilární elektroforéze velmi často používají chirální selektory jako 

např. cyklodextriny, soli žlučových kyselin nebo crown-ethery. Chirální separace 

lze dosáhnout přidáním selektoru k roztoku elektrolytu, přičemž můžeme velmi 

snadno ovlivnit selektivitu separačního procesu, a to volbou typu selektoru, 

změnou jeho koncentrace či přídavkem organických modifikátorů (alkoholy, 

povrchově aktivní látky, močovina, ionty kovů). Chirální separace v kapilární 

elektroforéze je proto mnohem snazší než např. v HPLC, kdy je taková analýza 

podmíněna použitím chirálních stacionárních fází, které jsou jednak poměrně 

finančně nákladné a také přísně selektivní pro konkrétní aplikace.   

Právě cyklodextriny (CD) patří k nejčastěji používaným chirálním 

selektorům v CE. Jedná se o neionogenní cyklické oligosacharidy skládající se 

z šesti, sedmi či osmi glukózových jednotek (podle počtu jednotek rozlišujeme α-, 

β- a γ- cyklodextriny). Molekula CD má tvar dutého komolého kužele s různě 

velkou vnitřní dutinou, která je hydrofóbní, zatímco její vnější povrch má naopak 

hydrofilní charakter. Obvod pomyslného kužele navíc obsahuje chirální sekundární 

hydroxylové skupiny. Chirální separace spočívá v uzavření hydrofóbních částí 

analytů uvnitř dutiny a současně ve vytvoření vodíkových vazeb mezi molekulou 

analytu a chirálními hydroxylovými skupinami. Pro zlepšení selektivity lze 
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vyzkoušet širokou škálu různých cyklodextrinových derivátů nabízených pro účely 

chirální elektroforetické separace látek.  
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4 Experimentální část 

V experimentální části budou postupně prezentovány jednotlivé praktické 

práce, které se obecně týkají analýzy vybraných přírodních látek pomocí různých 

analytických metod.  

 

� GC 

Plynová chromatografie byla využita jednak pro analýzu fenolických kyselin 

spolu s možností zakoncentrování pomocí SPME, ale také pro stanovení 

obsahu mastných kyselin v kapslích s rybím olejem.  

 

� UPLC 

Kapalinová chromatografie, konkrétně moderní technika UPLC posloužila 

jako účinný nástroj pro analýzu vitamínů A a E (retinolu a α-tokoferolu) 

v lidském séru. Pro analýzu širšího spektra látek patřících také do skupiny 

těchto vitamínů (retinol, kyselina retinová a α-, γ- a δ- tokoferol) byla 

vyvinuta metoda využívající UPLC separaci s hmotnostně-spektrometrickou 

detekcí. 

 

� CE 

Pro stanovení vybraných obsahových látek hořce žlutého byla využita 

metoda kapilární elektroforézy.  

 

Teoretické základy a principy jednotlivých analytických metod jsou shrnuty 

v teoretické části v kapitolách 3.1, 3.2, 3.3 a 3.4. Charakteristika biologických a 

fyzikálně-chemických vlastností studovaných látek spolu se stručným nastíněním 

běžných způsobů jejich analýzy je taktéž popsána v teoretické části, a to 

v kapitolách 2.1 a 2.2.  
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4.1 Analýza fenolických kyselin pomocí 
SPME-GC 

4.1.1 Úvod 

Ve vědecké literatuře se většinou setkáme s analýzou fenolických kyselin 

pomocí kapalinové chromatografie, a to s využitím reverzní stacionární fáze ve 

spojení se spektrofotometrickou, elektrochemickou či hmotnostně-

spektrometrickou detekcí. V rámci této disertační práce byla nejprve vyvinuta 

metoda pro analýzu sedmi fenolických kyselin (kávové, ferulové, gallové, p-

kumarové, protokatechové, syringové a vanilové) zahrnující derivatizaci pomocí 

methyl- a ethyl-chloroformiátu (MCF, ECF) a následnou separaci plynovou 

chromatografií s plamenově-ionizační detekcí. Jako druhý krok byla vyvinuta 

metoda pro několikanásobné zakoncentrování připravených derivátů (methyl- či 

ethyl-esterů fenolických kyselin) prostřednictvím mikroextrakce na tuhou fázi, opět 

následovanou GC separací. Cílem experimentů bylo jednak nalézt optimální 

podmínky pro derivatizaci fenolických kyselin probíhající ve vodném médiu 

tvořeném směsí alkoholu, acetonitrilu, pyridinu a vody, ale také vybrat 

nejvhodnější sorbent a extrakční podmínky pro zakoncentrování derivátů na 

SPME vlákno.  

 

4.1.2 Výsledky a diskuse 

Derivatizace  

Chloroformiáty se používají jako silná a rychlá derivatizační činidla pro 

reakce kaboxylových kyselin ve vodném prostředí. Každá složka reakčního média 

hraje důležitou roli pro správný průběh derivatizační reakce. Pyridin slouží jako 

katalyzátor, alkohol (methanol při použití MCF, ethanol u ECF) je nezbytný pro 

esterifikaci karboxylové skupiny. Voda a acetonitril pak musí být ve vhodném 

poměru, aby nedocházelo ke vzniku vedlejších reakčních produktů. Za účelem 

nalezení optimálního složení reakčního média bylo postupně měněno množství 

jednotlivých komponent a sledoval se vliv na výtěžnost reakce či vznik vedlejších 

produktů. Výsledné médium vyhodnocené jako ideální pro přípravu těkavých 

esterů fenolických kyselin se při použití methylchloroformiátu skládá ze 14 dílů 



84 

 

ACN, 10 dílů H2O, 2 dílů MeOH a 3 dílů pyridinu, pro reakci s ethylchloroformiátem 

je poměr 4:4:3:1, přičemž methanol je nahrazen ethanolem.  

Postup derivatizace zahrnuje smíchání standardní směsi s reakčním 

médiem a následným postupným přidáváním derivatizačního činidla. Po 

důkladném protřepání se ke směsi přidá chloroform, do něhož za intenzivního 

třepání přecházejí nově vzniklé estery fenolických kyselin. Nakonec se do reakční 

nádobky přidá roztok hydrogenuhličitanu sodného. Po ustálení rovnováhy se 

odebere spodní chloroformová vrstva a po přidání vnitřního standardu squalenu je 

možné vzorek nastříknout do plynového chromatografu. 

 

GC separace  

Pro separaci esterů fenolických kyselin byla zvolena kapilární kolona 

Equity-5 obsahující 5% diphenyl/ 95% dimethylsiloxanovou stacionární fázi 

s použitím dusíku jako nosného plynu. Původní chromatografické podmínky byly 

optimalizovány za účelem dosažení separace všech sedmi látek až na základní 

linii. V tomto směru se jako problematické jevilo rozdělení esterů kávové a gallové 

kyseliny. Změnou teplotního gradientu se podařilo oba píky separovat 

s uspokojivým rozlišením.  

 

Výsledné optimální chromatografické podmínky: 

� průtok nosného plynu:  3,5 ml/min 

� teplotní gradient: počáteční teplota 100°C 2 min.,  

 10°C/min do 200°C,  

 5°C do 280°C.  

� délka analýzy: 24 minut pro methyl estery 

 30 minut pro ethyl estery  

� teplota injektoru: 240 °C 

� teplota detektoru: 280°C.  

 

Validace metody:  

� kalibrační křivka - vyhodnocení korelačního koeficientu a lineárního 

rozsahu 

� stanovení limitů detekce a kvantifikace (LOD a LOQ) 
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� intra- a inter-denní opakovatelnost (opakovatelnost plochy píků a 

retenčního času v rámci jednoho dne a v rámci více dní) 

 

SPME 

Zakoncentrování látek na pevný sorbent SPME vlákna předcházela mírná 

úprava reakčních podmínek. Složení reakčního média zůstává shodné, avšak 

přídavek chloroformu byl zcela vypuštěn, jednak z důvodu nevhodnosti styku 

SPME sorbentů s chlorovanými rozpouštědly, a jednak proto, že by v prostředí 

chloroformu nedocházelo téměř k žádné sorpci analytů na vlákno, neboť by tyto 

byly opakovaně z vlákna chloroformem smývány. Proto namísto chloroformu a 

hydrogenuhličitanu sodného  byl zvolen přídavek ekvivalentního množství vody. 

Po extrakci analytů na SPME vlákno provedené za takto upravených podmínek 

následuje desorpce v plynovém chromatografu. Výsledný chromatogram obsahuje 

všech sedm píků s retenčními časy shodnými s  analýzou standardní směsi bez 

předchozího zakoncentrování, což prokazuje úspěšné vyextrahování vzniklých 

derivátů.  

V rámci optimalizace SPME podmínek byly vyzkoušeny jednotlivé 

komerčně dostupné SPME sorbenty (CAR/PDMS, PDMS/DVB, PDMS a PA) a 

současně byla optimalizována doba extrakce, teplota lázně a doba desorpce 

v GC. Nejvyššího zakoncentrování bylo dosaženo při použití polyakrylátového 

vlákna za pokojové teploty (25°C) po dobu 50 minut.  Vlákno s extrahovanými 

analyty se poté nechá desorbovat v nástřikovém prostoru plynového 

chromatografu po dobu 10 min. Pomocí mikroextrakce na tuhou fázi bylo 

dosaženo několikanásobného zakoncentrování jednotlivých fenolických kyselin. 

Míra účinnosti extrakce u jednotlivých látek závisí rovněž na jejich fyzikálně-

chemických vlastnostech, z nichž vyplývá také rozdílná míra extrakce na pevný 

sorbent.  

 

4.1.3 Závěr 

Pro analýzu fenolických kyselin byla vyvinuta a validována netradiční 

metoda derivatizace a následné separace pomocí plynové chromatografie.  

Současně byly nalezeny optimální podmínky pro mikroextrakci na pevnou fázi, jež 

by mohla být využita jako předseparační extrakční technika 

umožňující zakoncentrování cílových analytů ze vzorku přírodního materiálu. 
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Popsaná metoda byla publikována v časopise Analytica Chimica Acta. Vydaná 

publikace je uvedena v Příloha 1.  
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4.2 Hodnocení obsahu mastných kyselin 
v dopl ňcích stravy s rybím olejem 
metodou plynové chromatografie 

4.2.1 Úvod 

Doplňky stravy s obsahem rybího oleje představují plnohodnotný zdroj 

vícenenansycených mastných kyselin (PUFA) doporučovaný u pacientů se 

zvýšenou hladinou cholesterolu, vysokým krevním tlakem, cévními a srdečními 

onemocněními či jinými zdravotními potížemi. V lékárnách jsou běžně dostupné 

přípravky ve formě želatinových kapslí obsahující čištěný rybí olej - nažloutlou 

kapalinu se silným rybím aroma, a to v množstvích 500 nebo 1000 mg oleje 

v jedné kapsli.  

Přestože někteří výrobci či distributoři těchto přípravků uvádějí na obalu jak 

celkový obsah PUFA, tak obsah dvou nejdůležitějších kyselin - eikosapentaenové 

(EPA) a dokosahexaenové (DHA), spotřebitel si nemůže být stoprocentně jistý 

skutečným množstvím účinných látek už jen z toho důvodu, že doplňky stravy 

nepodléhají zdaleka tak přísným kontrolním procesům jako léčivé přípravky. 

Vzhledem k nemalé ceně těchto přípravků však zákazník právem požaduje 

vysokou kvalitu, která navíc může být poměrně snadno zkontrolována pomocí 

moderních kontrolně-analytických metod.  

Cílem této dílčí práce proto bylo ověření složení tří preparátů s rybím 

olejem dostupných na našem trhu – HEMA Rybí tuk, GS MAX EPA a Medpharma 

Rybí olej. U všech přípravků byla nejprve identifikována totožnost rybího oleje 

pomocí zjištění charakteristického zastoupení jednotlivých mastných kyselin. 

Současně byl stanoven obsah EPA a DHA v mg na gram oleje. Zjištěné výsledky 

byly porovnány s informacemi deklarovanými na obalech hodnocených preparátů. 

 

4.2.2 Experimentální část 

Chemikálie  

� Standardy: Supelco 37 FAMEs Standard Mixture, Methyl 

heptadecanoate, Methyl oleate, Methyl palmitate a Menhadden rybí 

olej (vše od fy Supelco, Sigma Aldrich, ČR) 

� Činidla: bortrifluorid BF3 (Supelco, Sigma Aldrich, ČR) 
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� Rozpouštědla: n-heptan, methanol (Supelco, Sigma Aldrich, ČR).  

� Ostatní: NaOH p.a., NaCl p.a. (PENTA, ČR) 

� Nosný plyn: Helium 5.0 (Linde, ČR)  

� Testované preparáty:  

o HEMA Rybí tuk 500 (HEMAX, ČR) 

Složení 1 tobolky: Rybí tuk EPAX 3000 TG 500 mg  

 EPA 77 mg, DHA 55 mg  

 D Alpha tocopherol - vitamín E 1000in/g 

 USP 

o GS MAX EPA (Green-Swan Pharmaceuticals, ČR) 

Složení 1 tobolky: Rybí olej 1000 mg  

 Omega-3-nenasycené kyseliny 300 mg 

 EPA 180mg, DHA 120 mg 

 Vitamin E 0,9 mg 

o MedPharma Rybí olej 1000 mg (MedPharma, ČR) 

 Složení 1 tobolky: Rybí olej 1000 mg 

 EPA 180 mg 

 DHA 120 mg  

 

Příprava methyl ester ů MK 

Zmýdelnění triacylglycerolů: Do skleněné derivatizační zkumavky se 

šroubovacím uzávěrem se napipetuje 1 ml roztoku vnitřního standardu (roztok 

methyl esteru kyseliny heptadekanové v n-heptanu, c=1 mg/ml) a rozpouštědlo se 

odpaří pod proudem dusíku do sucha. Do takto připravené zkumavky se naváží 

přibližně přesně 25 mg oleje, přidá se 1,5 ml methanolického roztoku NaOH 

(c=0,5 mol/l), zkumavka se těsně uzavře, protřepe a zahřívá se 5 minut na vodní 

lázni při 100°C (v digesto ři).  

Esterifikace: Po ochlazení zkumavky se opatrně přidá 2 ml BF3, zkumavka 

se dobře uzavře, promíchá a zahřívá ve vodní lázni 30 min. při 100°C. Sm ěs se 

ochladí na 30 – 40°C, p řidá se 1 ml n-heptanu a  směs se 30 s intenzivně 

protřepává.  

Vysolení: Do zkumavky se přidá 5 ml nasyceného roztoku NaCl a opět 

dobře protřepe. Horní heptanová vrstva se přenese do čisté vialky s uzávěrem. Ke 

zbylé vodné fázi se znovu přidá 1 ml n-heptanu, protřepe se a po ustavení 
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rovnováhy se odebere heptanová vrstva, která se spojí s heptanovou fází v čisté 

vialce. V průběhu celého postupu se před každým uzavřením zkumavky odstraní 

vzduch proudem dusíku, aby se zabránilo vzdušné oxidaci MK. Spojené 

heptanové vrstvy se nakonec odpaří pod jemným proudem dusíku na objem 

přibližně 1 ml. Do GC se nastříkne 1 µl vzorku.  

 

Plynová chromatografie  

� Kolona: DB-23, 0,32 mm ID x 30 m x 0,25 µm df (Agilent 

Technologies, HPST, ČR) 

� GC instrumentace: plynový chromatograf Shimadzu 17 A s FID 

 autosampler AOC-20i (Shimadzu, ČR) 

� Chromatografické podmínky:  

o Teplota injektoru: 260°C 

o Teplota FID: 260°C 

o Teplotní gradient: 140°C 5 min.,  

 4°C/min. do 190°C,  

 2°C/min. do 210°C  

 4°C/min. do 240°C  

o Průtok nosného plynu: 30 cm/s 

o Nástřik: 1 µl, mód split 1:50 

o Délka analýzy: 29 min. 

 

Identifikace píků byla provedena porovnáním se standardní směsí 37 

methyl esterů MK zanalyzované při výše popsaných chromatografických 

podmínkách.  

 

Validace metody  

Vzhledem k aplikaci oficiální AOAC metody, která je prověřena, validována 

a zaručuje správnost výsledků, byla validace metody provedena ve zkrácené 

formě. Validace sestávala z: 

� Testování vhodnosti systému  

- 5 nástřiků standardní směsi 37 methyl esterů MK 

- určení počtu teoretických pater a hodnoty HETP 

- rozlišení a asymetrie píků 
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- opakovatelnost retenčních časů a ploch píků vybraných MK 

(opakovatelnost nástřiku byla vyjádřena jako relativní 

směrodatná odchylka (v %) z pěti po sobě následujících 

nástřiků standardní směsi) 

� Intra-denní opakovatelnosti metody  

- provedení pěti analýz vzorků standardního rybího oleje 

během jednoho dne a vypočtení relativní směrodatné 

odchylky hodnot retenčních časů a ploch píků vybraných MK  

 

Analýza vzork ů rybího oleje v dopl ňcích stravy  

Z každého přípravku bylo vybráno 10 kapslí, jejichž tekutý obsah byl 

převeden do uzavíratelné skleněné nádobky a představoval vzorek rybího oleje ke 

zkoušení. Každý vzorek byl analyzován třikrát a výsledná hodnota byla vypočítána 

jako průměr ze tří měření. Zjištěné výsledky byly porovnány s informacemi 

deklarovanými na obalech doplňků stravy.  
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4.2.3 Výsledky a diskuse 

Analýza MK  

Standardní metoda stanovení mastných kyselin v olejích spočívá 

v převedení mastných kyselin na příslušné methylestery a jejich následné analýze 

plynovou chromatografií. Existuje několik oficiálních metod, od lékopisných (Český 

lékopis – metoda uvedená v monografii Oleum Jecoris Aselli), přes České národní 

a ISO normy, oficiální AOAC metody, až po aplikační listy např. firmy Agilent 

Technologies. V rámci tohoto projektu byly vyzkoušeny všechny výše zmíněné 

metody a pro validaci a hodnocení vybraných přípravků byl zvolen postup 

vycházející z oficiální metody AOAC [66] s některými úpravami, které spočívaly 

v použití heptanu jako rozpouštědla, methylesteru kyseliny heptadekanové (C17:0) 

jako vnitřního standardu a v přesnějším nastavení teplotního programu, které 

zajistilo kratší dobu analýzy při zachování dostatečného rozlišení píků. V AOAC 

metodě je jako rozpouštědlo doporučen isooctan, nicméně v literatuře se často 

setkáme s použitím hexanu či heptanu, v němž jsou methyl estery MK také velmi 

dobře rozpustné. Jako IS byl doporučen methyl ester kyseliny trikosanové (C23:0), 

kvůli vysoké ceně však byl nahrazen výše zmíněným methyl heptadekanoátem. 

Kyselina heptadekanová se také v rybím tuku přirozeně nevyskytuje a v literatuře 

je často uváděna jako vhodný vnitřní standard pro hodnocení nenasycených 

mastných kyselin (viz kapitola 2.1.4). 

 

Validace  

Výsledky zkrácené validace jsou shrnuty v  

Tabulka 4. Pro vyhodnocení daných parametrů byly vybrány v rybím oleji 

nejhojněji zastoupené mastné kyseliny – palmitová, palmitolejová, olejová, α- a γ-

linolenová, EPA a DHA.  
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 Methyl estery vybraných mastných kyselin 

Zkrácený název C16:0 C16:1n7 C18:1n9c C18:3n6c C18:3n3c C20:5n3 C22:6 
Triviální název/ zkratka palmit. palmitol. olejová γ-linolen. α-linolen. EPA DHA 
Supelco standard        
Počet teoretických pater 265063 227549 391644 466610 401637 663112 837315 
HETP (mm) 0,0113 0,0132 0,0077 0,0064 0,0075 0,0045 0,0036 
Rozlišení 13,2 5,9 1,8 5,3 5,8 8,6 3,3 
Asymetrie 0,67 0,88 0,67 0,88 1,00 0,90 0,91 
Opakovatelnost (% RSD)        
- tR 1,59 1,60 1,61 1,64 1,71 1,98 1,93 
- A 4,68 4,95 5,90 4,37 4,64 4,02 4,77 
Standard rybího oleje        
Opakovatelnost metody         
- opakovatelnost tR (%) 1,92 1,89 1,87 1,82 1,88 2,15 2,05 
- opakovatelnost A (%) 2,07 2,00 2,36 2,48 2,09 2,23 2,46 
HETP = výškový ekvivalent teoretického patra 
RSD = relativní směrodatná odchylka (%) 
tR = retenční čas 
A = plocha 

 
Tabulka 4: Výsledky testu vhodnosti chromatografick ého systému zm ěřeném na standardní 
směsi 37 methyl ester ů MK a na standardu rybího oleje.  

 

Složení vzork ů rybího oleje – procentuelní zastoupení mastných 

kyselin  

Totožnost oleje obsaženého v kapslích vybraných doplňků stravy byla 

ověřena pomocí analýzy zastoupení jednotlivých mastných kyselin přítomných ve 

vzorku a srovnáním se standardem rybího oleje zakoupeným od firmy Supelco. 

Procentuelní obsah MK se vypočítá podle vzorce 

% (MK) = [AMK / (AT – AIS)] x 100, 

kde AMK vyjadřuje plochu píku odpovídající dané MK, AT  je součet ploch píků 

všech identifikovaných mastných kyselin na chromatogramu a AIS je plocha píku 

vnitřního standardu. Zjednodušeně lze výpočet vysvětlit tak, že všechny přítomné 

mastné kyseliny (kromě IS) tvoří 100% a obsah jednotlivých kyselin je vyjádřen 

jako procentuelní podíl.  

Zjištěné složení MK ve vzorcích rybího oleje znázorňuje Tabulka 5. Na 

základě srovnání testovaných olejů a standardního rybího oleje lze konstatovat, že 

ve všech komerčních přípravcích je skutečně obsažen rybí olej, neboť 

procentuelní zastoupení jednotlivých MK koresponduje se složením standardního 

oleje. Pouze v případě některých kyselin, jako např. EPA, je množství obsažené 

v doplňcích stravy vyšší než u standardu, což lze pravděpodobně vysvětlit 
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rozdílným druhem mořské ryby, z níž byl tuk izolován. Pro doplňky stravy je 

záměrně používán olej z ryb s maximálním přirozeným obsahem 

vícenenasycených mastných kyselin (treska, makrela a tuňák), zatímco standardní 

rybí olej pocházel ze sledě. Toto tvrzení lze také doložit vzájemným porovnáním 

složení olejů testovaných preparátů, které je u všech tří přípravků prakticky 

shodné. Na základě prezentovaných výsledků analýz je také možné názorně 

demonstrovat, že rybí olej představuje velmi bohatý zdroj vícenenasycených 

mastných kyselin, neboť přibližně 40 % přítomných MK tvoří právě ω-3 PUFA.  

Pro vizuální posouzení totožnosti rybího oleje a také pro názornou 

představu komplexního zastoupení mastných kyselin jsou níže prezentovány i 

chromatografické záznamy analýz jednotlivých vzorků (viz Obrázek 24 a Obrázek 

25). Na chromatogramech bylo identifikováno celkem 21 píků odpovídajících 

nejdůležitějším mastným kyselinám.  
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Testované dopl ňky stravy 

Mastné kyseliny  

Supelco 
standard 

rybího 
oleje 

HEMA GS MAX 
EPA MEDPHARMA 

Zkratka Triviální název Obsah kyselin (%) 
C8:0 kaprylová 0,00 0,19 0,05 0,00 
C10:0 kaprinová 0,00 0,20 0,05 0,00 
C12:0 laurová 0,00 0,12 0,14 0,12 
C14:0 myristová 7,25 6,88 7,05 6,95 
C14:1 myristolejová 0,00 0,12 0,00 0,03 
C15:0  0,59 0,49 0,57 0,49 
C16:0 palmitová 21,18 16,93 17,54 17,58 
C16:1n7 palmitolejová 10,09 8,28 8,25 8,70 
C17:1  0,25 0,00 0,00 0,00 
C16:4n1  0,76 2,31 2,01 2,29 
C18:0 stearová 3,78 3,37 3,40 3,43 
C18:1n9 cis  10,54 9,16 9,59 8,75 
C18:1n7  3,42 3,11 3,06 3,10 
C18:1n9+7cis  olejová 13,96 12,27 12,65 9,85 
C18:2n6 cis linolejová 1,37 1,26 1,44 1,27 
C18:3n6 cis γ-linolenová 0,35 0,35 0,36 0,36 
C18:3n3 cis α -linolenová 1,31 0,75 0,93 0,79 
C18:4n3  3,31 3,30 3,44 3,69 
C20:0 arachová 0,24 0,30 0,38 0,42 
C20:1n11  1,56 1,21 1,47 1,55 
C20:1n7  0,24 0,20 0,20 0,20 
C20:1n7+11  1,80 1,41 1,67 1,75 
C20:2n6  0,26 0,20 0,00 0,00 
C20:4n6 arachidonová 0,70 0,99 0,99 0,99 
C20:3n3  0,14 0,00 0,00 0,00 
C20:4n3  1,74 0,88 0,93 1,09 
C20:5n3 EPA 13,05 20,47 19,60 20,29 
C22:1n11+13  0,21 0,51 0,64 0,68 
C22:1n9 eruková 0,12 0,22 0,24 0,27 
C23:0  0,73 0,83 0,77 0,84 
C24:0 lignocerová 2,64 2,10 2,02 2,05 
C22:6 DHA 14,18 15,26 14,87 14,07 
Celkem ω-3 PUFA 33,73 40,66 39,77 39,93 
 
Tabulka 5: Procentuelní zastoupení jednotlivých mas tných kyselin v hodnocených vzorcích 
rybího oleje – Supelco standard a testované prepará ty  
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Obrázek 24: Chromatografické záznamy analýzy standa rdu rybího oleje a p řípravku HEMA 
Rybí tuk 



96 

 

 

 
 
Obrázek 25: Chromatografické záznamy analýz p řípravk ů GS MAX EPA a MEDPHARMA Rybí 
olej 
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Obsah EPA a DHA ve vzorcích rybího oleje  

Absolutní obsah EPA a DHA v testovaných doplňcích stravy je vyjádřen 

jako množství látky v miligramech vztažené na 1 gram oleje. Pro výpočet slouží 

rovnice 

1000
04,1

DHA)(EPA/  m ×
××
××

=
SIS

XISX

WA

CFWA
[mg/g], 

kde AX  vyjadřuje plochu píku EPA/ DHA, AIS je plocha píku vnitřního standardu, 

CFX je teoretický korekční faktor FID (0,99 pro EPA, 0,97 pro DHA),  WIS  vyjadřuje 

množství vnitřního standardu přidaného ke vzorku v mg, WS je navážka vzorku 

v mg a hodnota 1,04 představuje faktor pro vyjádření výsledku v mg MK na gram 

oleje (převod hodnoty odpovídající methyl esterům).  

Zjištěné hodnoty obsahu EPA a DHA v testovaných preparátech jsou 

shrnuty v Tabulka 6. U všech hodnocených doplňků stravy byly nalezeny nižší 

hladiny EPA a DHA, než je deklarováno na krabičkách.  

 

Množství MK [mg/g oleje] 

HEMA Rybí tuk GS MAX EPA MEDPHARMA Rybí olej   

zjištěné dekl. % dekl. zjištěné dekl. % dekl. zjištěné dekl. % 
dekl. 

EPA 130,70 154,00 85 140,97 180,00 78 146,77 180,00 82 
DHA 95,45 110,00 87 104,78 120,00 87 99,74 120,00 83 
dekl. = deklarované množství  
% dekl. = procento deklarovaného množství 
 
Tabulka 6: Hladiny EPA a DHA v rybím oleji z testov aných dopl ňků stravy ve srovnání 
s hodnotami uvedenými na obalech výrobk ů 

 

4.2.4 Závěr 

Pro hodnocení obsahu MK v doplňcích stravy s rybím olejem byla zvolena 

upravená oficiální AOAC metoda zahrnující esterifikaci MK a následnou GC 

analýzu příslušných methyl esterů. Na základě analýzy testovaných vzorků byla 

ověřena totožnost rybího oleje obsaženého v přípravcích a současně zjištěny 

hladiny dvou nejdůležitějších mastných kyselin – EPA a DHA. U všech 

hodnocených preparátů se skutečné obsahy EPA a DHA pohybovaly v rozmezí 

78 - 87 % deklarace. 

Řešení prezentovaného projektu umožnilo proniknout do poměrně široké 

problematiky analýzy mastných kyselin v komplexním vzorku přírodního materiálu, 

kterým rybí olej bezpochyby je. Ačkoliv je oblast analýzy MK dobře prostudovaná 



98 

 

a plynová chromatografie představuje metodu volby pro tuto aplikaci, nejedná se o 

jednoduché stanovení, ale naopak poměrně složitý proces zahrnující několik 

dílčích kroků. Což také potvrzuje fakt, že analýza přírodního materiálu vždy 

vyžaduje pečlivý přístup a může přinést spoustu problémů či komplikací daných 

komplexitou přírodního vzorku. Prezentovaná práce tvořila součást projektu Fondu 

rozvoje vysokých škol zaměřeného na zavedení nové úlohy do praktických cvičení 

předmětu Speciální instrumentální metody. Zvolené téma bylo vybráno s cílem 

představit studentům možnosti analýzy komplexního přírodního materiálu. Práce 

nebyla dosud publikována, avšak výsledky byly prezentovány formou plakátového 

sdělení na konferenci ISC (viz příloha 5.10). 

 Řešení prezentovaného projektu navazovalo na diplomovou práci, která 

byla vypracována v rámci programu Erasmus na Univerzitě Porto v Portugalsku a 

věnovala se hodnocení obsahu sterolů a mastných kyselin v olejích z vlašských a 

lískových ořechů pomocí plynové chromatografie. Výsledky diplomové práce byly 

publikovány v roce 2006 v časopise European Food Reasearch and Technology 

(viz příloha 5.4). 
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4.3 Stanovení retinolu a α-tokoferolu 
v lidském séru metodou UPLC 

4.3.1 Úvod 

Záměr této dílčí práce zahrnoval vývoj a validaci nové UPLC-UV metody 

pro stanovení retinolu a α-tokoferolu v lidském séru. Cílem bylo porovnání nové 

metody s již dříve vyvinutými a v praxi používanými analytickými metodami 

klasické HPLC využívající částicovou a monolitickou kolonu, a to prostřednictvím 

vybraných parametrů (doba analýzy, citlivost, spotřeba mobilní fáze, výsledky 

validace a finanční náklady). Vyhodnocení nejvhodnějšího separačního systému 

z hlediska rychlosti, citlivosti, jednoduchosti a finanční náročnosti umožňuje 

nalezení optimálního analytického postupu pro rutinní analýzu velkého množství 

vzorků biologického materiálu. Projekt byl řešen v rámci úzké spolupráce 

s Výzkumnou laboratoří gerontologické a metabolické kliniky Fakultní nemocnice 

Hradec Králové.  

 

4.3.2 Výsledky a diskuse 

Chromatografické podmínky  

Pomocí moderní techniky UPLC se podařilo vyvinout vhodnou metodu pro 

stanovení retinolu a α-tokoferolu v lidském séru. Optimální chromatografické 

podmínky byly následující: 

� Kolona: UPLC Acquity BEH C18, 100 mm x 2,1 mm i.d., 1,7µm 

� Mobilní fáze: 100% methanol 

� Průtok: 0,48 ml/min 

� UV detekce: 325 nm (retinol), 290 nm (α-tokoferol) 

� Celková doba analýzy: 2 min.  

 

Výše zmíněná metoda byla porovnána se dvěma HPLC metodami 

prováděnými také na reverzních C18 stacionárních fázích, avšak ve formě 

klasické kolony (velikost částic 5 µm) a monolitní kolony. V obou srovnávacích 

metodách byl jako mobilní fáze použit 100% methanol, avšak s odlišnými průtoky 

– 1,5 ml/min u částicové kolony a 2,5 ml/min v případě monolitu. Z hlediska 

spotřeby mobilní fáze tedy zcela nejekonomičtěji vychází UPLC systém.  
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Zatímco monolitní kolona umožňuje díky vysokému průtoku alespoň rychlou 

analýzu stanovovaných vitamínů (do 1,8 min), analýza provedená na částicové 

koloně trvá přibližně 6 minut, tedy zhruba trojnásobek. Zvýšení průtoku u 

částicové kolony však není možné z důvodu limitujících hodnot zpětného tlaku. 

Proto ve směru časové úspory jednoznačně vítězí použití monolitní kolony, hned v 

závěsu však úspěšně konkuruje UPLC. V rámci optimalizace UPLC metody byla 

vyzkoušena i 5 cm kolona, která přinášela další zkrácení analýzy, avšak na úkor 

rozlišení a separace analytů od balastních látek, které i přes zvládnutý extrakční 

proces jsou ve vzorku přítomny. Proto byla 10 cm UPLC kolona shledána jako 

optimální. 

Při posouzení finanční náročnosti popsaných metod je třeba vzít v úvahu 

jednak spotřebu MF, cenu kolony, ale také její životnost. V tomto ohledu zajišťuje 

nejekonomičtější provoz právě využití UPLC systému. UPLC kolona zachovává 

shodné separační vlastnosti i po cca 2200 analýzách, což je výrazně delší 

životnost než u částicové kolony (700 analýz), i u monolitní kolny (1800 analýz). 

Na druhou stranu v případě zvážení pořizovací ceny chromatografické sestavy 

patří UPLC technika k těm dražším, což také hraje nezanedbatelnou roli.  

 

Validace  

Validace metod sestávala z: 

� Testování vhodnosti systému 

� Určení přesnosti (opakovatelnost retenčních časů a ploch píků) 

� Určení správnosti (výtěžnost metody po přidání standardního 

přídavku ke vzorku séra) 

� Ověření linearity 

� Určení limitů detekce a kvantifikace  

Validační parametry všech srovnávaných metod splňovaly interní 

požadavky, avšak mezi jednotlivými chromatografickými systémy je možné nalézt 

určité rozdíly v přesnosti, správnosti a citlivosti daných metod. Zatímco UPLC 

zajišťuje nejpřesnější analýzy, jak vyplývá z minimálních hodnot relativních 

směrodatných odchylek opakovatelnosti ploch píků a retenčních časů (do 0,6%), 

použití monolitické kolony je naopak nejméně přesné, neboť hodnota odchylek 

přesahuje i 5%. Z hlediska správnosti však vítězí právě monolitní stacionární fáze. 

Citlivost posuzovaných metod vyjádřená limity detekce a kvantifikace není u 
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jednotlivých systémů markantně rozdílná, v absolutních hodnotách se ale jeví jako 

nejcitlivější technika UPLC. 

 

4.3.3 Závěr 

Vyvinutá UPLC metoda představuje vhodný analytický systém pro 

sledování hladin retinolu a α-tokoferolu v lidském séru. Ve srovnání s částicovou 

kolonou zajišťuje rychlé, přesné a citlivé analýzy při minimální spotřebě mobilní 

fáze, což je výhodné především pro rutinní analýzu velkého počtu vzorků. 

Monolitická kolona sice také přináší časovou úsporu, avšak její použití je spojeno 

s vysokou spotřebou MF. Oba systémy však splňují veškeré požadavky na v praxi 

uplatnitelnou analytickou metodu pro stanovení důležitých antioxidačních vitamínů 

v séru. Bližší podrobnosti k této problematice jsou uvedeny v příloze 5.5 

(publikace v časopise Analytical and Bioanalytical Chemistry).  
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4.4 Separace kyseliny retinové, retinolu a α-, 
γ- a δ- tokoferolu pomocí UPLC-MS 

4.4.1 Úvod 

Hodnocení antioxidačních vitamínů A a E v séru onkologických pacientů 

slouží ke sledování oxidačního stresu v organismu, který je způsoben např. 

drastickou protirakovinnou léčbou. Přestože se většinou sledují především hladiny 

retinolu a α-tokoferolu, které lze analyzovat poměrně jednoduchou HPLC, 

eventuelně UPLC metodou s UV detekcí (viz předchozí kapitola), v současné 

době se zvyšuje zájem lékařů o monitorování hladin i dalších látek ze skupiny 

těchto vitamínů, především kyseliny retinové a β-, γ- a δ- tokoferolů. Současné 

stanovení retinolu a kyseliny retinové, jejichž separace může být problematická, 

stále představuje předmět studia klinických analytických laboratoří. Podobně i 

nalezení vhodného způsobu separace jednotlivých tokoferolů vychází ze 

stoupajícího zájmu o jejich rozdílné biologické a antioxidační vlastnosti a 

představuje důležitý nástroj pro možnost jejich citlivého hodnocení v biologickém 

materiálu. 

Z výše zmíněného vyplývá i cíl tohoto projektu, který zahrnoval vývoj a 

validaci nové UPLC metody pro současné stanovení retinolu, kyseliny retinové a 

α-, γ- a δ- tokoferolu v lidském séru s využitím hmotnostně-spektrometrické 

detekce. Rychlost analýzy a citlivost stanovení představovaly hlavní požadavky na 

novou metodu.  

Zatímco chemická struktura α-, γ- a δ-tokoferolu se liší počtem methylových 

skupin na chromanovém kruhu, β- a  γ- tokoferoly jsou izomery lišící se pouze 

polohou methylových skupin, a jejich separace na C18 stacionárních fázích je 

prakticky nerealizovatelná. Vzhledem k tomu, že sérové hladiny β-tokoferolu jsou 

výrazně nižší než v případě jeho polohového izomeru, zaměřila jsem se pouze na 

analýzu γ- tokoferolu. V séru lze pak tyto vitamíny stanovit jako sumární hodnotu 

obou látek.  

Vývoj jakékoliv analytické metody spočívá v optimalizaci podmínek na 

standardech stanovovaných látek a teprve poté je možné aplikovat vyvinutou 

metodu na reálný vzorek. Často tento transfer ze standardu na vzorek vyžaduje 

upravení analytických podmínek vzhledem k různým vlivům vyplývajícím 

z nestandardních vlastností reálných vzorků, a v případě biologického materiálu to 
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platí dvojnásob. Postup práce na tomto úkolu sestával nejprve z optimalizace 

podmínek pro MS detekci standardů daných látek a nalezení prostředí, ve kterém 

jsou všechny látky uspokojivě ionizovány a poskytují dobrý signál. Poté byly 

optimalizovány podmínky pro UPLC separaci ve spojení s MS detekcí a vyvinutá 

metoda byla validována.  

 

4.4.2 Experimentální část 

Chemikálie  

� Standardy: Retinol, Kyselina retinová (Sigma Aldrich, ČR), 

Tocopherol set (α, β, γ a δ-tokoferoly, Merck, ČR) 

� Methanol (čistota LC-MS), Kyselina mravenčí p.a. (Sigma Aldrich, 

ČR) 

� Dusík pro MS (Linde, ČR) 

� Standardní roztoky:  

o zásobní roztoky retinolu a kyseliny retinové – c = 1000 µmol/l, 

rozpuštění v methanolu, roztoky uchovávat v tmavém skle 

v mrazničce při -15°C 

o zásobní roztoky tokoferolů – c = 500 µmol/l, nejprve rozpustit 

v malém množství hexanu a poté doplnit methanolem, 

uchovávat v tmavém skle v lednici při +4 °C 

o ze zásobních roztoků byly ředěním připraveny pracovní 

roztoky pro optimalizaci (c(retinol, kyselina retinová) = 0,4 

µmol/l; c(tokoferoly) = 1 µmol/l) a kalibrační roztoky pro 

změření kalibrační křivky (kalibrační rozmezí viz kapitola 

Výsledky a diskuse) 

 

UPLC podmínky  

� Kolona: Acquity BEH C18, 2,1 mm x 50 mm; 1,7 µm (Waters, ČR) 

� Instrumentace:  kapalinový chromatograf Acquity UPLC s TUV 

detektorem (Waters, ČR) 

� Mobilní fáze: MeOH : 0,2% HCOOH 94:6 (v/v) 

� Průtok MF: 0,38 ml/min. 

� Délka analýzy: 3,5 min. 
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MS podmínky  

� Instrumentace: hmotnostní spektrometr Micromass Quattro Micro 

API vybavený trojitým kvadrupólovým analyzátorem (Waters, ČR) 

� Ionizace: ESI+ 

� Zmlžující a sušící plyn: N2 

� Kolizní plyn: Ar 

� Podrobné podmínky MS detekce viz níže a v Tabulka 7 a Tabulka 8 

 

V rámci MS detekce byly optimalizovány podmínky pro dva detekční módy 

– SIM a SRM. Mód SIM (Single Ion Monitoring) umožňuje sledování určitého iontu 

(charakterizovaného hodnotou m/z) v čase. SIM mód vyplývá z prosté ionizace 

látky v iontovém zdroji a nevyužívá fragmentace iontů, čili lze provést i na přístroji, 

který je vybaven pouze jednoduchým kvadrupólem. U trojitého kvadrupólu je při 

měření v módu SIM použit jeden kvadrupól jako hmotnostní analyzátor a ve 

zbylých dvou dochází pouze k urychlení letících iontů. Naopak mód SRM (Single 

Reaction Monitoring) lze aplikovat při cílené fragmentaci vybraného iontu a slouží 

ke sledování určité fragmentační reakce neboli přechodu mateřského iontu na iont 

dceřiný. MRM měření je citlivější, neboť sledování určité kolizní reakce je mnohem 

selektivnější než skenování vybrané molekulové hmoty. Záznam z měření v těchto 

módech má podobu chromatogramu – každému analytu přísluší pík, jehož plocha 

je přímo úměrná jeho koncentraci.  

 

• Mód SIM 

 

Sledované ionty:  

- retinol: MR isotop. = 286.23; sledování fragmentu [M–H2O]+ = m/z 269 (odštěpení
 molekuly vody) 

- kys. retinová: MR isotop. = 300.21; sledování molekulového iontu [M+H]+ = 
 m/z 301 

- δ-tokoferol: MR isotop. = 402.35; sledování molekulového iontu [M+H]+ = m/z 403 
- γ-tokoferol: MR isotop. = 416.37; sledování molekulového iontu [M+H]+ = m/z 417 
- α-tokoferol: MR isotop. = 430.38; sledování molekulového iontu [M+H]+ = m/z 431 
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 Sledovaný 
iont (m/z) 

Cone 
voltage 

(kV) 

Capillary 
voltage 

(kV) 

Teplota 
zdroje 

(°C) 

Průtok 
N2 

(L/hod) 

Dwell 
time 
(sec) 

Retenční 
čas (min) 

retinol 269 25 0.7 0.79 
kyselina 
retinová 

301 20 0.6 0.79 

δ-tokoferol 403 35 0.7 2.15 
γ- tokoferol 417 40 0.7 2.61 
α- tokoferol  431 30 

3.5 400 600 

0.7 3.02 
 

Tabulka 7: Optimální podmínky MS detekce v módu SIM .  
Cone voltage = nap ětí na vstupním kuželu, Capillary voltage = nap ětí na kapilá ře, Dwell time 
= délka jednoho skenu vybraného iontu 

 

• Mód SRM  

 

 
Sledovaný 
přechod 

(m/z) 

Cone 
voltage 

(kV) 

Capillary 
voltage 

Teplota 
zdroje 

(°C) 

Průtok 
N2 

(L/hod)  

Dwell 
time 
(sec) 

Collision 
voltage 

Cone 
gas 
flow 

(L/hod) 
retinol 269 → 193 15 0.7 25 
kyselina 
retinová 

301 → 123 10 0.6 15 

δ-tokoferol 403 → 137 25 0.7 20 
γ- tokoferol 417 → 151 25 0.7 30 
α- tokoferol  431 → 165 25 

3.5 400 600 

0.7 30 

100 

 

Tabulka 8: Optimální podmínky MS detekce v módu SRM .  
Cone voltage = nap ětí na vstupním kuželu, Capillary voltage = nap ětí na kapilá ře, Dwell time 
= délka skenu vybraného p řechodu, Collision voltage = kolizní nap ětí, Cone gas flow = 
průtok dusíku kolem vstupního kužele, zabra ňuje znečišt ění kužele a často zvyšuje signál 
detektoru  

 

Validace metody  

V rámci validace metody byly pro SIM i SRM hodnoceny tyto parametry: 

� Opakovatelnost ploch píků a retenčních časů (5 nástřiků standardní 

směsi) 

� Kalibrační křivka, korelační koeficient, lineární rozsah 

� Limity detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) (Limit detekce vyjadřuje 

minimální detekovatelnou koncentraci analytu a byl určen 

experimentálně pomocí postupného ředění roztoku standardu. LOD 

bývá také definován jako trojnásobek šumu měření. Limit 

kvantifikace je poté vypočítán jako desetinásobek šumu pomocí 

zjištěné hodnoty LOD (LOQ = 10 x LOD / 3). 
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4.4.3 Výsledky a diskuse 

Optimalizace podmínek MS detekce  

Prostřednictvím přímého nástřiku pracovních roztoků jednotlivých 

standardů do hmotnostního spektrometru byla provedena optimalizace podmínek, 

která sestávala z testování různých rozpouštědel a jejich směsí s těkavými aditivy 

usnadňujícími ionizaci analytů. Za tímto účelem byl vyzkoušen methanol a 

acetonitril ve směsi s HCOOH, CH3COOH, NH4OH, NH4
+CH3COO- a methyl-terc-

buthyletherem. Koncentrace aditiv ve směsi s rozpouštědly ležela v rozmezí 

0,001-0,05 % (v/v). Současně byly laděny i podmínky přístroje:  

- Vyzkoušení ionizace elektorsprejem (ESI) a chemické ionizace za 

atmosférického tlaku (APCI) v kladném módu (sledování kladných 

iontů) 

- Napětí na kapiláře a vstupním kuželu 

- Teplota zdroje 

- Průtok dusíku 

Intenzita signálu byla sledována pomocí „full scan“ měření, kdy je 

proměřován rozsah zadané molekulové hmoty a výsledkem je hmotnostní 

spektrum analyzované látky. Navíc byla u každého analytu proměřena i dceřiná 

spektra, z nichž lze určit intenzivní fragment pro SRM měření. Jako optimální 

podmínky byly stanoveny ty, které zajišťovaly stabilní signál a intenzivní odezvu. 

Pro každý analyt tak byly zjištěny vhodné parametry měření, avšak pro jejich 

společnou analýzu musel být nalezen kompromis, při kterém bylo možné všechny 

látky uspokojivě detekovat. Tímto kompromisem se zdála být ionizace ESI+ a 

směs methanolu a 0,1% HCOOH v poměru 95:5 (v/v), která byla použita jako 

startovací mobilní fáze pro optimalizaci podmínek UPLC-MS. 

 

Optimalizace UPLC-MS podmínek  

Přestože lze pomocí přímého nástřiku vytipovat vhodné podmínky pro MS 

detekci analyzovaných látek, v okamžiku spojení separační techniky 

s hmotnostním detektorem nastává druhý optimalizační krok. Jednak je žádoucí 

zajistit separaci látek pomocí kapalinové chromatografie, a jednak je nutné vyladit 

průtok mobilní fáze a znovu i její složení, neboť tyto faktory mají významný vliv na 

UPLC-MS analýzu. Stejně tak i ostatní technické parametry jako napětí v iontovém 
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zdroji, teplota, průtok dusíku atd. je nutné znovu optimalizovat v užším rozmezí 

s použitím informací získaných z počáteční optimalizace MS jako výchozích 

podmínek pro přesné doladění. Pro oba módy SIM a SRM musí být provedena 

optimalizace i následná validace zvlášť, protože se v podstatě jedná o dvě 

samostatné analytické metody. 

 

• Mód SIM 

Optimalizované parametry:  

1. Průtok MF 

- MF MeOH : 0,1% HCOOH 95:5 (v/v) 

- rozmezí 0,38 – 0,48 ml/min 

- optimum 0,38 ml/min (nižší průtoky výrazně prodlužovaly 

analýzu, což bylo nežádoucí) 

2. Podíl HCOOH v MF  

- rozmezí 5-10% HCOOH 0,1%, pak zvýšena koncentrace 

HCOOH na 0,2% a sledování odezvy v rozmezí 4-6% 

HCOOH 0,2% 

- optimum MeOH : 0,2% HCOOH 94:6 (v/v) 

- zvyšováním podílu vodné fáze (aditiva) se sice zvyšuje i 

odezva, ale také se výrazně prodlužuje čas analýzy. Při 10% 

HCOOH 0,1% byla sice odezva nejvyšší, ale analýza trvala 

více než 8 minut 

3. Capillary voltage v rozmezí 2,5 - 4 kV, optimum 3,5 kV 

4. Teplota 300 - 450°C, optimum 400 °C 

5. Průtok dusíku 500 - 700 L/hod., optimum 600 L/hod 

6. Cone voltage – retinol + kyselina retinová – rozmezí 10 - 30 kV 

- tokoferoly – 30 - 50 kV, optimální hodnoty viz Tabulka 7 

 

Za výše zmíněných optimálních podmínek bylo dosaženo separace retinolu 

a všech tokoferolů až na základní linii v čase cca 3,2 min. Retinol a kyselinu 

retinovou nelze za těchto podmínek separovat na koloně (obě látky eluují 

v totožném retenčním čase), avšak využitím separačních možností hmotnostního 

spektrometru je dosaženo rozlišení pomocí sledování rozdílných iontů (iont 269 

pro retinol a 301 pro kyselinu retinovou). To znamená, že během jednoho 

okamžiku jsou v hmotnostním detektoru sledovány dva různé ionty a získáme tak 
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dva samostatné záznamy. Vzorový záznam UPLC-MS analýzy standardní směsi 

všech vitamínů změřený za optimálních podmínek v módu SIM je znázorněn na 

Obrázek 26. 

 

 
 
Obrázek 26: Záznam z UPLC-MS analýzy standardní sm ěsi za optimálních podmínek v módu 
SIM. Koncentrace retinolu a kyseliny retinové = 0,4  µmol/l, tokoferol ů = 1 µmol/l.  

 

Validace: 

Výsledky validace UPLC-MS metody v módu SIM jsou shrnuty v Tabulka 9: 

Výsledky validace UPLC-MS metody v módu SIM. Kalibrační rozmezí byla zvolena 

podle průměrných hladin vitamínů v lidském séru, které činí přibližně 20 µmol/l (α- 

tokoferol), 3 µmol/l (γ- tokoferol), 0,3 – 1,3 µmol/l (α- tokoferol), 0,7 – 2,8 µmol/l 

(retinol) a 0,01 µmol/l (kyselina retinová) [50].  
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5.95e5
3.05

3.40
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 Retinol Kys. 
retinová 

δ- 
tokoferol 

γ- 
tokoferol 

α- 
tokoferol 

Opakovatelnost 
plochy (%RSD) 3,69 1,09 2,31 1,52 1,43 

Opakovatelnost 
ret. času (%RSD) 0,00 0,00 0,00 0,16 0,00 

Kalibrační  
rozmezí (µmol/L) 0,05-4,05 0,05 – 2,00 0,02-5,00 0,03-5,00 0,27 – 

50,00 
Korelační 
koeficient  0,998 0,992 0,996 0,998 0,999 

LOD (µmol/L) 0,02 0,004 0,01 0,02 0,005 
LOQ (µmol/L) 0,07 0,013 0,03 0,07 0,017 

 

Tabulka 9: Výsledky validace UPLC-MS metody v módu SIM 
 

• Mód SRM  

V druhém módu byly optimalizovány stejné parametry jako v případě SIMu, 

jen doplněné o kolizní napětí a „Cone gas flow“ (viz Tabulka 8). Podmínky UPLC 

separace byly zcela shodné, odlišný je pouze způsob detekce, kdy se v případě 

módu SRM sleduje kolize mateřského na dceřiný iont. Vzorový záznam UPLC-MS 

analýzy standardní směsi všech vitamínů změřený za optimálních podmínek 

v módu SRM je znázorněn na Obrázek 27 a výsledky validace jsou shrnuty 

v Tabulka 10 . 

 

 Retinol Kys. 
retinová δ-tokoferol γ-tokoferol α-

tokoferol 
Opakovatelnost 
plochy (%RSD) 2,80 4,07 4,30 5,16 2,00 

Opakovatelnost 
ret. času (%RSD) 0,00 1,21 0,00 0,00 0,42 

Kalibrační  
rozmezí (µmol/L) 0,05-4,05 0,05 – 2,00 0,02-5,00 0,03-5,00 0,27– 

50,00 
Korelační 
koeficient  0,999 0,994 0,998 0,995 0,994 

LOD (µmol/L) 0,003 0,01 0,003 0,013 0,007 
LOQ (µmol/L) 0,01 0,03 0,01 0,04 0,023 
LOD (HPLC-UV) 0,02 n.a. n.a. n.a. 0,1 
n.a. = hodnoty nejsou k dispozici 

 

Tabulka 10: Výsledky validace UPLC-MS metody v módu  SRM.  
V posledním řádku jsou pro srovnání uvedeny hodnoty LOD dosažené  při použití metody 
UPLC-UV.  
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Obrázek 27: Záznam z UPLC-MS analýzy standardní sm ěsi za optimálních podmínek v módu 
SRM. Koncentrace retinolu a kyseliny retinové = 0,4  µmol/l, tokoferol ů = 1 µmol/l. 

 

Srovnání SIM a SRM  

Na délku analýzy nemá výběr měřícího módu žádný vliv, v obou případech 

analýza trvá 3,5 minuty. Oba módy však lze srovnávat z pohledu validačních 

výsledků. Co se týče přesnosti nástřiku hodnocené jako opakovatelnost retenčních 

časů, jsou výsledky v obou případech perfektní, směrodatná odchylka 

nepřesahuje 0,5 % a ve většině analýz byly retenční časy analytů zcela shodné. 

Mírně rozdílné výsledky můžeme pozorovat u opakovatelnosti plochy píků. 

Z tohoto hlediska se jeví mód SRM jako méně přesný, avšak hodnota RSD u 

všech látek kromě γ-tokoferolu nepřekračuje 5 %. Co se týče citlivosti vyjádřené 

jako LOD, lze konstatovat, že obě metody jsou také srovnatelné, mód SRM 

poskytuje jen velmi mírně nižší detekční limity. V případě aplikace metody na 

biologický materiál by však využití kolize mohlo zvýšit citlivost stanovení, protože 

by se tak mohly odstranit interferující nečistoty. 
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2.81e3
3.02

Kyselina retinová  

Retino l 

δ- tokofero l 

γ- tokoferol  

α- tokoferol  
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Analýza biologického materiálu  

Při měření reálných vzorků séra, které byly před analýzou vhodně upraveny 

pomocí LLE ve Výzkumné laboratoři gerontologické a metabolické kliniky Fakultní 

nemocnice Hradec Králové, se povedlo detekovat retinol a všechny druhy 

tokoferolů. Bohužel nebylo možné identifikovat pík kyseliny retinové, z čehož 

vyplývá potřeba upravení extrakční metody se zaměřením na extrakci této látky. 

Při opakovaném měření vzorků a také při hodnocení správnosti metody pomocí 

standardního přídavku ke vzorkům séra se však vyskytly problémy projevující se 

postupně klesající odezvou detektoru, a proto nebylo možné výtěžnost vyhodnotit. 

Narazili jsme zde zřejmě na problém iontové suprese, která představuje jeden 

z hlavních problémů využití hmotnostní spektrometrie v klinických laboratořích. 

Příklad UPLC-MS analýzy séra v obou módech je znázorněn na Obrázek 28. 

Iontová suprese je způsobena přítomností netěkavých či méně těkavých 

látek, které mění účinnost vzniku kapiček a jejich odpařování, což významně 

ovlivňuje počet nabitých iontů, které dorazí až k detektoru. Na iontové supresi se 

podílí různé vlivy z matrice, nejčastěji soli, endogenní látky, léčiva či jejich 

metabolity. Navíc je prokázáno, že právě ionizace elektrosprejem je k iontové 

supresi náchylnější a také, že molekuly o vyšší molekulové hmotnosti mohou 

potlačovat signál menších molekul. Polární analyty jsou obecně iontovou supresí 

více ovlivněny.  [105] 

V rámci pokračujících experimentů je proto nezbytné vzít jev iontové 

suprese v úvahu a zaměřit se na jeho potlačení například úpravou extrakčních 

postupů, použitím vnitřního standardu či změnou chromatografických podmínek.  

 

Návrhy na další experimenty: 

• Optimalizace extrakčního postupu 

• Pokusit se o separaci retinolu a kyseliny retinové již na koloně 

úpravou složení mobilní fáze či použitím jiné fáze stacionární, i za 

cenu delší analýzy – možné dosažení citlivější a selektivnější 

analýzy 

• Nalezení vhodného vnitřního standardu 

• Ověření správnosti metody na vzorcích séra 

• Revalidace metody  
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4.4.4 Závěr 

Pro separaci retinolu, kyseliny retinové a α-, γ-, a δ- tokoferolu byla vyvinuta 

nová a rychlá UPLC metoda s hmotnostně-spektrometrickou detekcí v módech 

SIM a SRM. Validace metody byla provedena zatím jen s použitím standardů.  

Aplikace UPLC-MS metody na biologický materiál přinesla nečekané problémy se 

správností (výtěžností) vyplývající ze zkreslení výsledků daných přítomností 

rušivých látek ve vzorku upraveného séra. Jedná se pravděpodobně o vliv iontové 

suprese, která může způsobovat změnu signálu MS detektoru a tím zkreslovat 

výsledky analýzy. Tato problematika však již přesahuje rámec této disertační 

práce, neboť vzniklé potíže z časových důvodů nebylo možné odstranit a aplikace 

vyvinuté UPLC-MS metody na biologický materiál nyní představuje úkol pro 

„služebně mladší“ studenty doktorského studia na Katedře analytické chemie. 

Součástí diskuse jsou proto i různé návrhy a nápady na směřování dalších 

experimentů v návaznosti na doposud dosažené výsledky. 

Vyřešení vzniklých potíží způsobených komplexitou biologické matrice a 

získání tak citlivé a rychlé metody pro analýzu důležitých antioxidačních vitamínů 

v séru by přineslo nový účinný analytický nástroj pro klinický monitoring daných 

látek např. v rámci lékařského výzkumu. 

Dosavadní výsledky byly prezentovány formou plakátového sdělení na 

konferenci RDPA (viz příloha 5.13). 
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Obrázek 28: P říklady analýzy vzorku séra metodou UPLC-MS v módu S IM (naho ře) a SRM 
(dole) 
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4.5 Stanovení gentisinu, isogentisinu a 
amarogentinu v ho řci žlutém pomocí 
kapilární elektroforézy 

4.5.1 Úvod 

Během studijní stáže na Farmaceutickém institutu Univerzity Innsbruck, 

Katedře farmakognosie, jsem se věnovala vývoji CE metody pro stanovení 

obsahových látek kořene hořce žlutého (Gentiana lutea), konkrétně hořkého 

sekoiridoidu amarogentinu a dvou xanthonů – gentisinu a isogentisinu, které jsou 

navzájem polohovými izomery. Vzhledem ke komplexnímu složení hořcového 

extraktu bylo hlavním úkolem nalézt optimální CE podmínky pro separaci, 

identifikaci a kvantifikaci vybraných sloučenin. Experimenty zahrnovaly testování 

různých pufrovacích roztoků v určitém rozmezí pH, použití micelárních systémů, 

přídavek organických modifikátorů a vyzkoušení různých druhů cyklodextrinů pro 

chirální separci gentisinu a isogentisinu. V rámci optimalizace byl sledován vliv 

teploty, koncentrace a pH pufru, koncentrace cyklodextrinů a vlnová délka pro 

přímou UV detekci. Součástí projektu byla i validace vyvinuté metody v rozsahu 

ověření linearity, citlivosti, přesnosti a správnosti, a finálně byla metoda aplikována 

na analýzu několika komerčně dostupných vzorků hořcového kořene. Shodou 

okolností vědecký tým zmíněného pracoviště nedávno vyvinul novou HPLC-MS 

metodu pro stanovení všech obsahových látek hořce [83], která proto posloužila 

ke srovnání obou metod z různých hledisek.  

 

4.5.2 Výsledky a diskuse 

Podmínky CE analýzy  

� Kapilára: křemenná kapilára potažená polyimidovou vrstvou, 50 µm 

i.d. x 60 cm efektivní délka (Polymicro Technologies, Phoenix, USA) 

� Pufr: 100 mM Na2B4O7, pH = 9,3 + 10 mM β-cyklodextrin 

� Napětí: 25 kV 

� Teplota: 30°C 

� Nástřik: hydrodynamicky, 50 mBa, 5 sec. 

� Detekce: DAD, gentisin, isogentisin – 260 nm, amarogentin – 

242 nm 
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Všechny analyzované sloučeniny jsou elektroneutrální látky s hodnotami 

pKa kolem 7 a slabě kyselým charakterem daném přítomností hydroxylových 

skupin na aromatických jádrech. Gentisin a isogentisin jsou vzhledem k jejich 

polohové izomerii v elektrolytovém systému zcela shodně nabity, a proto lze CE 

separace dosáhnout buď přídavkem chirálního modifikátoru (cyklodextrin) a nebo 

vytvořením micel v rámci micelární elektrokinetické chromatografie (MEKC). 

Během optimalizace metody byly vyzkoušeny obě zmíněné varianty. Při MEKC 

s použitím standardní směsi bylo dosaženo dobrého rozlišení, které se avšak při 

analýze hořcového extraktu výrazně zhoršilo z důvodu smývání píků 

stanovovaných látek s jinými interferujícími látkami v extraktu. Proto se jako 

vhodnější ukázalo využití β-cyklodextrinu, které zajišťovalo úspěšnou separaci 

obou látek jak ve standardu, tak v extraktu.  

Na dobu analýzy, rozlišení a tvar píků měla také výrazný vliv koncentrace 

pufru a jeho pH. S rostoucí molaritou tetraboritanového tlumivého roztoku 

v rozmezí 25 – 125 mM se sice prodlužovala délka stanovení, avšak rozlišení 

cílových analytů od ostatních látek v rostlinném materiálu se zlepšovalo, proto byla 

jako ideální zvolena 100 mM koncentrace. Výsledný generovaný proud byl za 

těchto podmínek poměrně vysoký (přibližně 115 µA), avšak nezpůsoboval 

nestabilitu systému ani problémy se vznikem Joulova tepla.  

 

Validace  

Linearita použité metody byla ověřena v širokém koncentračním rozsahu 

(přibližně 2 – 100 µg/ml pro gentisin a isogentisin a 3 – 180 µg/ml pro 

amarogentin) s korelačními koeficienty 0,9988 – 0,9994. Citlivost metody 

vyjádřená hodnotami LOQ se pohybovala v rozmezí 2,3 µg/ml (gentisin) – 4,1 

µg/ml (amarogentin). Správnost hodnocená metodou standardního přídavku na 

třech koncentračních úrovních a vyjádřená jako výtěžnost se nacházela 

v přijatelném rozmezí 95 – 105 %. Přesnost metody a nástřiku byla hodnocena 

v rámci jednoho dne (intra-denní) a tří dní (inter-denní) a kromě jedné výjimky 

nepřesáhla relativní směrodatné odchylka hodnotu 5%.  
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Analýza komer čních vzork ů G. lutea  

Pět vzorků mleté drogy bylo extrahováno methanolem v ultrazvukové lázni 

a připravený extrakt byl analyzován vyvinutou CE metodou. Ve všech vzorcích 

obsah isogentisinu převažoval nad gentisinem. Koncentrace amarogentinu byla 

oproti xanthonům výrazně nižší, u dvou vzorků dokonce nedosahovala ani LOQ, a 

proto nemohla být kvantifikována.  

 

Porovnání s HPLC  

Rozdílný chemický charakter obsahových látek a/ či jejich strukturní 

podobnost představují velkou výzvu pro analytika stojícího před úkolem nalézt 

optimální metodu pro analýzu hořcového extraktu. Ačkoliv se v HPLC metodě [83], 

která se nabízí ke srovnávání, podařilo separovat všechny obsažené sloučeniny, 

kapilární elektroforéza přináší také svá pozitiva. Kromě obecně známé a pozitivní 

malé spotřebě rozpouštědel CE umožňuje nápadně lepší separaci gentisinu a 

isogentisinu, navíc ve více než polovičním retenčním čase (HPLC analýza trvala 

30 min.). Naopak CE nemůže konkurovat v dosažené citlivosti, která je u HPLC až 

o dva řády nižší. Zodpovědně však lze konstatovat, že obě metody poskytují 

správné a přesné výsledky, neboť zjištěné hladiny sledovaných analytů byly 

v rámci směrodatné odchylky srovnatelné. 

 

4.5.3 Závěr 

Pro analýzu tří farmakologicky zajímavých látek obsažených v kořenu hořce 

žlutého byla vyvinuta a validována nová CE metoda, která současně posloužila i 

k hodnocení obsahu cílových látek v reálných vzorcích drogy. Celková doba CE 

analýzy činila 11 minut. Na základě srovnání použité CE metody s HPLC 

technikou byla vyzdvižena výrazně lepší separace gentisinu a isogentisinu, a také 

rychlost analýzy dosažená při použití CE. Kapilární elektroforéza tak může být pro 

danou aplikaci právem považována za plnohodnotnou alternativu k HPLC.  

Bližší podrobnosti k této problematice jsou uvedeny v příloze 5.6 – 

publikace vyvinuté metody v časopise Journal of Separation Science). 
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6 Shrnutí 

Předložená disertační práce se věnuje širokému tématu analýzy vybraných 

přírodních látek pomocí moderních separačních metod, které je prezentováno 

z několika různých pohledů.  

První pohled zahrnuje teoretické informace o studovaných přírodních 

látkách, zastoupených hlavně antioxidanty. Nejprve je pojednáno o vzniku volných 

radikálů a oxidačního stresu v organismu, následně jsou nastíněny funkce 

antioxidantů a možnosti antioxidační terapie. Ve skupině přírodních látek 

s antioxidační aktivitou, které byly v rámci disertační práce analyticky hodnoceny, 

jsou postupně charakterizovány biologické a fyzikálně-chemické vlastnosti 

fenolických kyselin, vitamínů A a E a vícenenasycených mastných kyselin. 

Současně jsou u každé skupiny látek shrnuty možnosti analytického postupu pro 

jejich stanovení v různých matricích. Analyty, které vybočují ze zařazení mezi 

antioxidanty, jsou obsahové látky hořce žlutého. Jejich farmakologické účinky, 

praktické využití v terapii a také způsoby analytického hodnocení jsou pojednány 

v poslední kapitole teoretické části věnované studovaným látkám. 

Na problematiku analýzy těchto látek je možno také nahlížet z druhého 

pohledu – skrze představení použitých separačních technik a shrnutí jejich 

základních principů. Teoretická část věnovaná moderním separačním metodám 

obsahuje důležité informace o plynové chromatografii, spojení SPME-GC, Ultra 

účinné kapalinové chromatografii, hmotnostní spektrometrii a kapilární 

elektroforéze.  

Třetí hledisko se týká již vlastní experimentální práce a dílčích úkolů 

věnujících se analýze vybraných látek. Jako první je prezentován projekt 

zabývající se analýzou fenolických kyselin ve formě chloroformiátových derivátů 

pomocí SPME-GC. Vyvinutá metoda byla publikována v časopise Analytica 

Chimica Acta a plný text článku je uveden v kapitole 5.3 (Příloha 1).  

V další části je plynová chromatografie využita pro stanovení obsahu 

mastných kyselin v doplňcích stravy – želatinových kapslích s rybím olejem. 

Výsledky byly prezentovány formou plakátového sdělení, které je uvedeno 

v kapitole 5.10 (Příloha 8). Tento projekt tématicky navazoval na diplomovou práci, 

která se týkala GC analýzy sterolů a mastných kyselin v olejích z vlašských a 

lískových ořechů, a jejíž výsledky byly publikovány v časopise European Food and 

Research Technology (kapitola 5.4, Příloha 2).  
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Kapalinová chromatografie, konkrétně moderní technika UPLC byla využita 

pro následující úkol – vývoj a validaci metody pro stanovení vitamínu A (retinolu) a 

E (α-tokoferolu) v lidském séru. Vyvinutá metoda byla porovnána s postupy 

využívající klasickou HPLC s částicovou a monolitní kolonou v publikaci v 

časopise Analytical and Bioanalytical Chemistry, která je uvedena v kapitole 5.4 

(Příloha 2). Rozšíření spektra hodnocených vitamínů o kyselinu retinovou a γ- a δ- 

tokoferol bylo předmětem dalšího experimentu, který spočíval v separaci těchto 

pěti látek pomocí UPLC ve spojení s hmotnostně-spektrometrickou detekcí. 

Dosažené výsledky byly prezentovány ve dvou plakátových sděleních, které jsou 

k nahlédnutí v kapitolách 5.11 a 5.13 (Přílohy 9 a 11). 

Poslední řešené téma zahrnuje stanovení gentisinu, isogentisinu a 

amarogentinu v hořci žlutém pomocí kapilární elektroforézy. Této problematice 

jsem se věnovala na studijní stáži na univerzitě v Innsbrucku a výsledkem je 

publikovaný článek v časopise Journal of Separation Science, jehož plný text je 

uveden v kapitole 5.6 (Příloha 4). 
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7 Summary 

The presented dissertation thesis deals with an extensive topic of natural 

compounds analysis by the means of modern separation techniques described 

from different points of view.  

Firstly, theoretical information about studied natural compounds (mainly 

antioxidants) has been summarized including characterization of the mechanism 

of free radicals formation and development of oxidative stress in human organism. 

Furthermore, the function of antioxidants and key roles of antioxidant therapy have 

also been discussed. Within the analyzed antioxidants, biological and 

physicochemical properties of phenolic acids, vitamins A and E and 

polyunsaturated fatty acids are described. Concurrently, known and published 

analytical procedures applied on each group of compounds are summarized. 

Besides antioxidants, content substances of yellow gentian (dried roots of 

Gentiana lutea) have been analyzed. Information about gentian pharmacological 

action, its practical utilization in therapy and ways of analytical determination 

represents the last chapter of theoretical part dealing with the studied compounds. 

 The second point of view comprises characterization of individual 

separation techniques used in the thesis. Basic principles of gas chromatography 

(GC), solid phase microextraction connected to GC (SPME-GC), Ultra 

performance liquid chromatography (UPLC), mass spectrometry (MS) and 

capillary electrophoresis (CE) are summarized in the second part of thesis theory. 

Third point of view includes experimental work and particular projects 

dealing with the analysis of studied compounds. Analysis of chloroformate 

derivatives of phenolic acids by the means of SPME-GC is firstly presented. 

Developed method was published in Analytica Chimica Acta magazine, the full text 

is listed in Chapter 5.3. Furthermore, gas chromatography was utilized for 

determination of fatty acids in nutraceuticals containing encapsulated fish oil. 

Results were presented in a form of a poster that is stated in Chapter 5.10. 

  UPLC, a modern representative of liquid chromatography, was used for 

development and validation of a novel method for simultaneous determination of 

vitamin A (retinol) and vitamin E (α-tocopherol) in human serum. The developed 

assay was compared with an HPLC method using particulate and monolithic 

columns within a publication in Analytical and Bioanalytical Chemistry magazine 

(See Chapter 5.4). Another experiment comprised UPLC-MS separation of more 
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complex mixture of vitamins A and E containing retinol, retinoic acid, α-, γ- and δ-

tocopherol. The achieved results were presented as two posters that are also 

stated in Chapters 5.11and 5.13. 

The last topic comprised determination of gentisin, isogentisin and 

amarogentin in yellow gentian by capillary electrophoresis. This project was 

studied during a study stage at the University of Innsbruck. As a result a short 

communication was published in the Journal of Separation Science. The full text is 

listed in Chapter 5.6. 
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8 Závěr 

Přirozená touha člověka po poznání přinesla a stále přináší nové objevy a 

poznatky, které odhalují taje a zákonitosti přírody. Díky obrovskému pokroku 

v oblasti analytické chemie a jeho využití v analýze přírodních látek se podařilo 

identifikovat a kvantifikovat obsahové látky rostlin tak, že dnes u většiny rostlin 

známe jejich složení a účinky na lidský organismus. Analytická chemie však 

nalézá nezastupitelné využití také v oblasti lékařství, kde pomocí vhodně zvolené 

metody umožňuje monitorovat hladiny různých látek ať již přírodního (přirozené 

působky metabolismu, hormony, vitamíny, ionty atd.) či chemického původu 

(léčiva a jejich metabolity) v biologických vzorcích. Podobně jsou analytické 

metody nezbytnou součástí procesu kontroly léčiv, potravních doplňků či potravin, 

aby byla garantována jejich jakost a bezpečnost pro člověka. S analytickou chemií 

se tedy setkáváme prakticky na každém kroku. Přestože již bylo mnohé objeveno 

a objasněno, potřeba vyvíjet nové analytické metody pro rozmanité účely je stále 

aktuální. O analýze přírodních látek, především těch s antioxidační aktivitou, to 

možná platí dvojnásob. 

Studium antioxidantů představuje současný trend, který vyplývá 

z lékařských poznatků odhalujících velký význam těchto látek v etiologii 

civilizačních onemocnění či v procesech stárnutí lidského organismu. Analýza 

látek s antioxidační aktivitou tedy přináší důležité informace o jejich funkci a 

vlastnostech skrze sledování hladin jak v přírodním, tak v biologickém materiálu. 

Volba analytické techniky závisí jednak na fyzikálně-chemických vlastnostech 

analytu, ale významně také na charakteru matrice, ve které je analyt stanovován. 

V dnešní době bývá u mnoha aplikací metodou volby vysokoúčinná kapalinová 

chromatografie, neboť se jedná o poměrně univerzální, přesnou a citlivou metodu, 

která při nalezení optimálních chromatografických podmínek umožňuje separaci a 

kvantifikaci složitých směsí látek.  

Některé analyty však bývají tradičně hodnoceny plynovou chromatografií a 

tento ustálený způsob je zakotven i v závazných předpisech (normách, 

lékopisných metodách apod.). Příkladem může být analýza mastných kyselin či 

lékopisné stanovení α-tokoferolu pomocí GC. Nevýhodou plynové chromatografie 

je nutnost převedení netěkavých hodnocených látek na těkavé deriváty, což často 

znepříjemňuje analytický postup. Derivatizace však může přinášet i jistou výhodu 



174 

 

spočívající například ve vyizolování cílových látek z matrice pomocí specifické 

derivatizační reakce. 

  Nové a moderní technologie vyvíjené světovými výrobci analytické 

techniky se předhánějí v účinnosti separace, rychlosti a citlivosti stanovení a také 

v jednoduchosti ovládání přístroje pomocí dokonalého softwaru. Velký rozvoj 

můžeme pozorovat například v oblasti kapalinové chromatografie. Nové 

stacionární fáze, miniaturizace a použití odolnějších materiálů ve spojení s HPLC 

instrumentací daly vznik nové metodě Ultraúčinné kapalinové chromatografie 

představené v roce 2004. Použití UPLC umožňuje několikanásobné zvýšení 

rychlosti a citlivosti analýzy a rovněž snížení spotřeby rozpouštědel, což je 

prospěšné jak z ekonomického tak z ekologického hlediska.  

Vedle kapalinové chromatografie podléhá v posledních letech velkému 

technickému rozvoji také kapilární elektroforéza. CE se sice stále řadí 

k alternativním separačním analytickým technikám, ale postupně si mezi nimi 

buduje svoji důležitou pozici. Mezi nesporné výhody CE patří velmi nízká spotřeba 

rozpouštědel, jednoduchost provedení a poměrně snadná optimalizace podmínek. 

Právě pro tato pozitiva si kapilární elektroforéza již našla uplatnění nejen na poli 

analýzy přírodních látek.  

Všechny výše zmíněné metody představují pevné pilíře moderní analytické 

chemie. Na široké škále strukturně rozmanitých látek (vesměs s antioxidační 

aktivitou) byla znázorněna variabilita využití těchto metod pro separaci a 

kvantifikaci studovaných látek v různých matricích. Přestože pro většinu 

stanovovaných látek existuje tzv. metoda volby, která slouží k jejich běžnému 

hodnocení, je předložená práce důkazem toho, že i zdánlivě netradiční přístup 

může vést k úspěšným a prakticky využitelným výsledkům. 
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