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PREDHOVOR  
 

Analytick§ ch®mia vo vġeobecnoti zasahuje do mnohĨch vednĨch oblast² vr§tane 

farmaceutického a biomedic²nskeho vĨskumu, preto sa s Ŕou ġtudent farm§cie stret§va v urļitej 

forme v podstate od prvého po posledný roļn²k ġt¼dia. Pokroļilejġia analytick§ ch®mia 

zaoberaj¼ca sa analĨzou veŎmi komplexnĨch biologickĨch vzoriek tvor² neoddeliteŎn¼ s¼ļasŠ 

cesty lieļiva k pacientovi. V s¼ļasnosti, keŅ sa vo farm§cii a medic²ne dost§vaj¼ do popredia 

st§le viac tzv. ñomick®ò discipl²ny (genomika, transkriptomika, proteomika, metabolomika), 

ktor® s¼ z§kladom personalizovanej medic²ny, terapie 21. storoļia, je poznanie a pochopenie 

ġpecif²k analĨzy v biologickĨch syt®moch o to viac nevyhnutn®.  

CieŎom akademickĨch inġtit¼cii by nemalo byŠ len memorovanie nových poznatkov ale 

najmä poskytnutie rozhŎadu a otvorenie mysle ġtudentov, ich podpora k hlbġiemu porozumeniu 

komplexných vedomostí poprepájaných medzi jednotlivými predmetmi a ich uplatnenie v praxi. 

PredkladanĨ ġtudijnĨ materi§l m§ sl¼ģiŠ ako dostatoļnĨ teoretickĨ z§klad vybranĨch oblast² 

analytickej ch®mie s d¹razom na ich ġpecifik§ pri analĨze biologickĨch vzoriek, ktorý v spojení 

s kompletnĨmi uļebnĨmi textami vydanĨmi na Katedre farmaceutickej analĨzy a nukle§rnej 

farmácie v posledných rokoch bude motivovaŠ ġtudentov k hlbġiemu zamysleniu sa nad 

jednotlivými témami, k navrhnutiu samostatného a tvorivého rieġenia praktickĨch aplikaļnĨch 

príkladov a tým k lepġiemu porozumeniu a prehŌbeniu nadobudnutých poznatkov. Verím, ģe 

tento ġtudijnĨ materi§l bude pre ġtudentov inġpir§ciou a odrazovĨm most²kom pre snahu o 

Ņalġie obohatenie svojich vedomosti z oblasti analytickej chémie. 

Tieto ġtudijn® texty s¼ urļen® predovġetkĨm ġtudentom Farmaceutickej fakulty 

Univerzity Komensk®ho v Bratislave magistersk®ho ġtudijn®ho programu farm§cia. 

PredkladanĨ ġtudijnĨ materi§l sa venuje najmª pokroļilĨm analytickĨm separaļnĨm 

technikám, ktoré sú kŎ¼ļovĨmi technikami v rámci vedecko-vĨskumnej ļinnosti na naġej 

katedre, a ktoré sa vyuģ²vaj¼ aj poļas laborat·rnych cviļen² vĨberovĨch predmetov ĂNov® 

smery v analytickej ch®miiñ a ĂAnalĨza l§tok v biologickĨch syst®mochñ. Ver²m ale, ģe 

pripravenĨ ġtudijnĨ materi§l bude uģitoļnĨ ako uļebnĨ materi§l aj pre ġtudentov inĨch 

vysokĨch ġk¹l, ktorých zaujíma analýza komplexných biologických vzoriek a ak prinesie ¼ģitok 

aspoŔ jedn®mu ġtudentovi, bude to d¹kazom, ģe to malo zmysel ... 
Na záver by som sa chcela poŅakovaŠ recenzentovi, prof. RNDr. Emilovi Havránkovi, 

PhD., za jeho konġtrukt²vne pripomienky a n§zory, ktor® vĨrazne napomohli zlepġiŠ 

predkladanĨ ġtudijnĨ materi§l.  

 

Katarína Maráková 

 

 

 

ĂD¹leģit® je nikdy sa neprestaŠ pĨtaŠñ  

(ĂThe important thing is, to never stop questioningñ)  

Albert Einstein 
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Úvod 
 

Pod pojmom analýza látok v biologickĨch syst®moch si m¹ģeme predstaviŠ dve veŎk® 

skupiny analytických postupov, a to  

I. analýzu látok s vyuģit²m bioġpecifickĨch interakcii  a  

II.  analýzu látok v komplexných biologických matriciach (vzorkách) pomocou 

konvenļnĨch analytickĨch met·d a techník.  

Medzi bioġpecifick® interakcie zaraŅujeme interakcie, ktor® dok§ģu rozpoznaŠ 

priestorov¼ ġtrukt¼ru molek¼l a sp§jaŠ ich na princ²pe zn§mej Fischerovej te·rie Ăz§mok a 

kŎ¼ļñ. Patr² k nim napr. párovanie báz nukleových kyselín, väzby molekúl na receptorové 

bielkoviny. Tieto interakcie s¼ porovnateŎne pevn® ako kovalentn§ vªzba, ale moģno ich 

rozruġiŠ uģ malou zmenou podmienok (napr. zmena pH, i·novej sily roztoku atŅ.). Medzi 

bioġpecifick® interakcie vyuģ²van® v bioanalytickĨch postupoch zaraŅujeme dve skupiny 

interakcii, a to  

(i) interakcie enzým ï substrát (enzýmová analýza)  

(ii)  interakcie antigén ï protilátka (imunochemická analýza).  

Bioanalytické postupy sa pouģ²vaj¼ na priamu analĨzu vysoko komplexnĨch 

(biologických) vzoriek, priļom vyuģ²vaj¼ buŅ bioġpecifick® interakcie s vysokou selektivitou 

stanovenia, alebo znaļenie jednej interaguj¼cej molekuly znaļkou na dosiahnutie citlivej 

detekcie ako aj kombináciu s konvenļnĨmi najmª separaļnĨmi (chromatografickĨmi 

a elektromigraļnĨmi) technikami. BioanalytickĨmi met·dami zaloģenĨmi na bioġpecifickĨch 

interakciách sa zaoberajú skriptá Králová a kol., 2014 a Chromý a kol., 2002, ktoré odpor¼ļam 

v prípade záujmu o hlbġie naġtudovanie si tejto oblasti.   

Oblasti, v ktorých sa stretávame s analýzou biologických vzoriek sú okrem farmácie najmä 

klinická diagnostika, toxikológia, kriminalistika, antidoping, ekológia, biochémia, ochrana a 

vĨģiva rastl²n, ģivoļ²ġna vĨroba, potravin§rstvo. 

 

V nasledujúcich úvodných kapitolách si v skratke predstavíme biologické vzorky, 

ġpeci§lne aplikaļn® oblasti tzv. Ăomikáñ a povieme si o jednotlivých krokoch analytického 

postupu s d¹razom na ġpecifik§ analĨzy biologickĨch vzoriek (od ich samotn®ho odberu aģ po 

analýzu a vyhodnocovanie z kvalitatívneho a kvantitat²vneho hŎadiska). V Ņalġ²ch kapitolách 

sa budeme podrobnejġie venovaŠ jednotlivĨm pred¼pravnĨm technik§m a separaļnĨm 

metódam (chromatografick®, elektromigraļn® metódy a hmotnostná spektrometria) s dôrazom 

na ich pouģitie na analýzu komplexných biologických vzoriek. Uvedené metódy tvoria základ 

vedecko-výskumnej práce na Katedre farmaceutickej analýzy a nukleárnej farmácie na 

Farmaceutickej fakulte Univerzity Komenského v Bratislave ako aj praktickej ļasti 

laborat·rnych cviļen² v r§mci vĨberov®ho predmetu ĂAnalýza látok v biologických 

systémochñ a sú aj nosnými témami pri diplomových prácach. Pre podrobnejġ² prehŎad 

o danĨch t®mach odpor¼ļam preļ²taŠ uļebnice Mikuġa a kol. (ĂKapilárna elektroforéza, 

hmotnostná spektrometria a ich kombinácie vo farmaceutickej a biomedicínskej analýzeñ a 

ĂKvapalinová chromatografia, hmotnostná spektrometria a ich kombinácie vo farmaceutickej 

a biomedicínskej analýzeñ).   
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1. Biologické vzorky 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biologické vzorky predstavujú z analytick®ho hŎadiska jedny z najzloģitejġ²ch matr²c 

vzhŎadom k tomu, ģe: 

a) s¼ obsahovo veŎmi komplexné (stovky aģ tis²cky endog®nnych a exog®nnych 

látok), 

b) nemaj¼ konġtantn® zloģenie (obsah jednotlivých látok závisí od viacerých 

faktorov, ako sú napr. vek, pohlavie, ochorenia a celkový zdravotný stav jedinca, 

strava, fajļenie, environment§lne prostredie atŅ.), 

c) podliehajú rozkladným procesom (je potrebn® prisp¹sobiŠ ich odber, 

skladovanie, spracovanie pred vlastnou analýzou ako aj analýzu samotnú) 

Biologické vzorky predstavuje kaģdĨ materi§l rastlinn®ho, ģivoļ²ġneho alebo 

Ŏudsk®ho p¹vodu. Medzi najbeģnejġie biologick® vzorky, s ktorými sa stretávame v praxi 

patria: 

¶ telesné tekutiny (krv, plazma, s®rum, moļ, sliny, pot, slzy, mozgomieġny mok, 

matersk® mlieko, ģlļ, ģal¼doļnĨ obsah, ...)  

o lieļiv§, drogy, anabolik§, toxick® prvky, pesticídy, priemyselné 

kontaminanty 

¶ vlasy, nechty, koģa, tkanivá, bunky  

o lieļiv§, drogy, toxick® prvky 

¶ rastlinný materiál   

o toxické prvky, pesticídy 

¶ potraviny   

o pesticídy, toxické prvky, syntetické farbivá, aditíva, umelé sladidlá, 

antioxidanty 

Z hŎadiska farmácie a medic²ny sa najļastejġie analyzuj¼ telesn® tekutiny (najmª 

plazma, s®rum, moļ).  

Moļ 

¶ menej komplexná biologická matrica v porovnaní napr. s plazmou, ale z§roveŔ 

obsahuje pomerne ġirok® spektrum analytov 

¶ zloģenie: voda, moļovina, kreatin²n, anorganické soli (najmä chlorid sodný), 

organické látky 

¶ u zdravého jedinca by pH malo byŠ v rozmedzí 4,5-7,8 

¶ výhody analĨzy moļu: neinvazívny odber, dá sa odobraŠ v dostatoļnom mnoģstve 

¶ odber: jednorazový / ranný / 24-hodinový 

¶ ġtandardiz§cia na obsah kreatinínu 

¶ uchovávanie s prídavkom 2 mol/l HCl 
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Najvªļġ² analytickĨ z§ujem a najvªļġ² poļet analĨz sa uskutoļŔuje z krvi (resp. 

plazmy prípadne séra) vzhŎadom k tomu, ģe hladiny mnohĨch terapeutickĨch a 

diagnostických látok v krvi korelujú s ich funkciou a zdravotným stavom.  

 

Krv   

 

ü arteriálna, venózna, kapilárna 

ü tvorí 8-9% hmotnosti tela (pribliģne 5 litrov)  

ü najd¹leģitejġie transportn® médium v Ŏudskom tele 

 

ü zloģenie:  

ü krvná plazma (56%)  

ü krvné bunky (ļerven® krvinky ï erytrocyty, biele krvinky- leukocyty, krvné 

doġtiļky - trombocyty) (44%) 

 

ü  u zdrav®ho ļloveka sa pH krvi pohybuje okolo 7,4 

Krvná plazma a sérum sa uprednostŔuj¼ pred krvou pre lepġiu manipul§ciu. Z²skavaj¼ 

sa odstránením krvných buniek buŅ pomocou centrifugácie (plazma) alebo prirodzeného 

zráģania (sérum).  

 

¶ krvné sérum dostaneme prirodzenĨm zr§ģan²m fibrinog®nu (15 min v odberovej 

skúmavke) a odstránením hemo- a lipoproteínov 

ü  zloģenie: voda, proteíny, lipidy, sacharidy a anorganické soli  

 

¶ krvná plazma mus² byŠ antikoagulovan§, je bohatá na lipidy a lipoproteíny 

ü zloģenie: krvné sérum, fibrinogén a protrombín 

 

 

Obrázok 1-1. Zloģenie krvnej plazmy a s®ra. 

sérum

bunky

plazma (55%)

biele 

krvinky (<1%)

ļerven® 

krvinky (45%)
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Medzi Ņalġie ļasto analyzovan® biologick® vzorky patria:  

 

¶ mozgovomieġny mok (CerebroSpinal Fluid - CSF) 

ü zloģenie je podobné plazme, niģġia koncentr§cia prote²nov 

ü neurologické ochorenia 

 

¶ plodová voda 

ü dialyz§t s®ra matky a ļiastoļne moļ plodu 

ü voda, proteíny, peptidy, lipidy, hormóny, enzýmy, electrolyty 

 

¶ sliny   

ü 99,5 % voda a anorganické ióny, organické molekuly, proteíny 

ü rýchly, neinvazívny odber 

 

¶ ģal¼doļnĨ obsah 

¶ vydychovaný vzduch (biomarkery) 

 

¶ vlasy, nechty ï kovy, lieļiv§, drogy (dlhodobé expozície)  

¶ tkanivá ï biopsia (po operáciách, forenzné analýzy) 
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Priestor na vlastn® pozn§mky, pr²padne upresnenia textu odznen® v predn§ġkach: 
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2. Personalizovaná medicína ï ®ra Ăom²kñ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Personalizovaná medicína 

ü definícia: správna diagnostika a spr§vna lieļba pre spr§vneho pacienta v spr§vnom 

ļase 

 

ü zaloģen§ na poznan² individuálnej genetickej výbavy pacienta, ktorá má 

významnú úlohu v oblasti zdravia jedinca a urļuje jeho predispozíciu na ochorenia  

(sp¹sob akĨm sa g®ny ovplyvŔuj¼ n§s predurļuje k rozvoju konkr®tnych ochoren²) 

ü zohŎadnenie aktu§lneho stavu, stupŔa rozvinutia ochorenia a vĨberu spr§vnej 

medikament·znej lieļby 

ü zn²ģenie n§kladov 

 

ü vyuģitie molekulárno-biologických postupov na sledovanie hladiny biomarkerov 

(proteínov, g®nov alebo ich ġpecifickĨch mut§ci²)  

 

ü Medic²na 21. storoļia 

 

1. Fáza ςnájdenie biomarkera

Vzorky: 10 - 100

Analyty: 1 000

2-DE + MALDI

SELDI

LC-MS/MS

2D-HPLC

...

6 mesiacov

2. Fáza ςvalidácia a verifikácia biomarkera

Vzorky: 1 000

Analyty: 100

LC-MS/MS

Immonoanalýza

...

6 mesiacov -3 roky

3. Fáza ςƪƭƛƴƛŎƪŞ ǇƻǳȌƛǘƛŜ

Vzorky: 1 000 000

Analyty: 10

Imunoanalýza

...

3-5 rokov

Systémová biológia 

Poznatky sytémovej biológie sa stali základom personalizovanej medicíny. S¼ļasŠou 

systémovej biológie sú tzv. omiká: 

ü genomika (ġt¼dium DNA),  

ü transkriptomika (ġt¼dium mRNA),  

ü proteomika (ġt¼dium proteínov),  

ü metabolomika (ġt¼dium metabolitov).  
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Systémová biológia 

 

 

 

Obrázok 2-1 Syst®mov§ biol·gia a ñomick®ò analĨzy. 

DNA

ÅGenóm (4 rôzne nukleové bázy)

Åmapovanie a sekvenovaniegenómu

mRNA

ÅTranskriptóm (4 rôzne nukleové bázy)

ÅSemiqRT-PCR, Northernblott

proteíny

ÅProteóm (21 kódovaných aminokyselín)

Å2D elektroforéza, MS, enzymatické a imunochemické
metódy

metabolity

ÅMetabolóm (extr®mna variabilita ġtrukt¼r)

ÅLC, MS, NMR
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Genomika 
 
ü g®n - nukleotidov§ sekvencia chromoz·mov k·duj¼cich jeden prote²n 
ü s¼bor vġetkĨch g®nov urļit®ho organizmu nazĨvame gen·m (20-25 000 g®nov, 
konġtantnĨ) a jeho ġt¼diom sa zaober§ genomika 
 

ü molekula DNA je neust§le pod vplyvom r¹znych endog®nnych a exog®nnych 
vplyvov ï mut§cie 

ü ģiv® organizmy disponuj¼ mechanizmami, ktor® ved¼ k ļiastoļnej alebo ¼plnej 
oprave chĨb DNA 

ü zlyhanie reparaļnĨch mechanizmov vedie k zvĨġenej predispoz²cii tĨchto 
organizmov k ochoreniam ako s¼ napr. rakovina 
 

ü expresia genetickej inform§cie do formy prote²nov - transkripcia a transl§cia 
ü transkripcia je proces prepisu genetickej inform§cie z DNA do mRNA 
ü transl§cia zahŘŔa prepis genetickej inform§cie z mRNA do prim§rnej ġtrukt¼ry 
prote²nu 

Transkriptomika  
 
ü mRNA je tvoren§ 4 nukleovĨmi b§zami 
ü transkript·m - s¼bor vġetkĨch mRNA pr²tomnĨch v bunke 

 
ü transkriptomika: sledovanie expresie g®nov a hŎadanie rozdielov v g®novej expresii 

 
ü najļastejġie pouģ²van® analytick® met·dy: Northern blottig, RT-PCR, qRT-PCR 
ü izol§cia RNA - delenie na elektrofor®ze ï prenos RNA z g®lu na membr§nu ï 
hybridiz§cia nukleovĨch kysel²n (NK) - detekcia 

ü hybridiz§cia - znaļen® sondy (pr·by) ï vl§kno NK o zn§mej sekvencii sa vyuģ²va k 
detekcii komplement§rnych NK 

ü znaļenie: r§dioakt²vne, fluorescenļn®  

Proteomika 
 
ü kvantitat²vna a kvalitat²vna charakteristika ¼plnej sady prote²nov organel, bunkovej 
l²nie, tkaniva alebo organizmu 

ü kvantitat²vne a kvalitat²vne porovnanie prote·mu za r¹znych podmienok 
ü pochopenie funkcie a ġtrukt¼ry prote²nov 
ü vytvorenie 3D mapy bunky (urļiŠ lokaliz§ciu jednotlivĨch prote²nov) 

 
Biofarmaceutiká  
 
ü farmaceutick® produkty terapeutick®ho alebo diagnostick®ho vĨznamu produkovan® 
ģivĨmi organizmami rekombinantnou DNA 

ü patria sem r¹zne peptidy (napr. inzul²n, cytok²ny), prote²ny (zr§ģacie faktory), 
protil§tky 

ü s¼ bezpeļnejġie, maj¼ menej neģiaducich ¼ļinkov, Ŏahġia dostupnosŠ, homog®nnosŠ 
a vyġġia ¼ļinnosŠ v porovnan² s klasickou terapiou 
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Proteíny 
 
ü  polym®rne reŠazce zloģen® z Ŭï aminokysel²n s L- konfigur§ciou 
ü prote·m - kompletn§ sada prote²nov pr²tomn§ v danom okamihu v bunke alebo 
tkanive, zahŘŔa aj vġetky modifik§cie (200 typov post-translaļnĨch modifik§cii, 
PTM), vz§jomn® interakcie, lokaliz§ciu a metabolick® zmeny 

ü vplyv na prote·m maj¼: vn¼torn® parametre (genetick§ predispoz²cia, starnutie), 
ochorenia, vonkajġie parametre (lieļiv§, ģivotn® prostredie) 
 

ü transl§cia zahŘŔa prepis genetickej inform§cie z mRNA do prim§rnej ġtrukt¼ry 
prote²nu 

ü ich expresia sa l²ġi v r¹znych ļastiach organizmu, r¹znych ġt§di§ch ģivotn®ho cyklu a 
r¹znych podmienkach 

ü spolu s nukleovĨmi kyselinami, lipidmi a cukrami vytv§raju skupinu biopolym®rov, 
ktor® podmieŔuj¼ existenciu ģivĨch syst®mov a participuj¼ na kaģdom procese 
v bunke 
 

ü ich patol·gia sp¼ġŠa r¹zne ochorenia, preto m§ proteomika z§sadnĨ vplyv na 
zisŠovanie pr²ļin ochoren², diagn·zu ako aj ich lieļbu 

 

 

Proteíny

Proteíny plniace
obrannú funkciu
(imunoglobulíny) Transportné 

proteíny 

prenos nevyhnutných 
látok pre zachovanie 
ģivotavnútri 
biologického
organizmu

(myoglobín, 
hemoglobín, sérový 

albumin)

Enzýmy

biokatalyzátory 
mnohých 

chemických reakcii 
v biologických 

systémochHormóny

riadiacea regulaļné
molekuly(inzulín, 

somatotropín,
rastové hormóny) 

Receptory
vonkajġíchsignálov

(chemických,
elektrických)

Ġtruktúrne
proteíny

(kolagén, elastín)
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ĠirokĨ dynamickĨ rozsah prote²nov (viac ako 10 dekadickĨch poriadkov) vyģaduje vo 
vªļġine pr²padov frakcion§ciu a/alebo prekoncentr§ciu pred samotnou analĨzou, pretoģe 
ģiadna analytick§ met·da nepokryje celĨ prote·m. 

 
Plazma  
 
ü viac neģ 3000 identifikovanĨch prote²nov 
ü extr®mne rozdiely v koncentr§cii:  
album²n 40 000 000 000 pg/ml, IL 6 ï 5 pg/ml 

ü 10 hlavnĨch prote²nov predstavuje viac neģ 90% celkov®ho zloģenia 
ü  zloģenie s®ra sa men² pri chorobnĨch stavoch 

 
Moļ  
 
ü neinvaz²vny odber, v dostatoļnom mnoģstve , obsahuje pomerne stabilnĨ obsah 
prote²nov a peptidov 

ü napr. analĨza PSA pri rakovine prostaty, pri ochoreniach moļov®ho mech¼ra  
ü moļ obsahuje vysok¼ koncentr§ciu album²nu takģe s¼ d¹leģit® pred¼pravn® techniky 
(2 mol/l moļovina, 0,1%SDS, ultrafiltr§cia) 
 

 

 
 

Obrázok 2-2 Obsah prote²nov v plazme a moļi  

(prevzaté a upravené z Thomas S.L. a kol., 2021).  
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Metabolomika 
 

ü vġetky bunky z²skavaj¼ energiu, stavebn® a z§sobn® l§tky vz§jomnou premenou 
chemickĨch zl¼ļen²n ï metabolick® dr§hy  

ü s¼hrn tĨchto reakcii sa nazĨva metabolizmus a zl¼ļeniny zaraden® do metabolizmu 
predstavuj¼ metabol·m 

ü metabol·m ï s¼bor vġetkĨch intra- a extra celul§rnych n²zkomolekul§rnych l§tok 
(MW < 1000) v ģivom syst®me, ktor® sa z¼ļastŔuj¼ metabolickĨch reakcii a s¼ 
nevyhnutn® pre norm§lne fungovanie bunky 

ü napr. E.coli m§ 4392 g®nov a 794 metabolitov, naproti tomu rastliny maj¼ viac 
metabolitov ako g®nov (veŎa sekund§rnych metabolitov) 

ü metabolity sa vyznaļuj¼ extr®mnou variabilitou v chemickej ġtrukt¼re 
 

ü niektor® metabolity kol²ġu vĨznamne in® menej 
ü niektor® s¼ na stopovĨch koncentraļnĨch ¼rovniach, niektor® na vyġġ²ch 
ü maj¼ obmedzenĨ polļas ģivota, takģe musia byŠ bunkou neust§le prij²man®, 
premieŔan®, degradovan® a vyluļovan® - nie je moģn§ analĨza cel®ho metabol·mu 
s¼ļasne 

Metabolomika 
 

ü komplexn§ analĨza metabol·mu za konkr®tneho fyziologick®ho alebo vĨvojov®ho 
ġt§dia organizmu  

ü sk¼manie metabolickĨch dr§h a jednotlivĨch zloģiek metabol·mu s¼ļasnĨmi 
met·dami analytickej ch®mie, bioch®mie a molekul§rnej biol·gie  

ü sk¼man²m metabolickĨch procesov na ¼rovni bunky, tkaniva, ale i cel®ho organizmu 
ü zameriava sa na metabolick® profilovanie (identifik§cia endog®nnych metabolitov) 
a kvantifik§ciu vyġpecifikovan®ho metabolitu 
 

ü zo vġetkĨch Ăom²kñ najviac odr§ģa aktu§lny stav bunky, ktorĨ je dynamickĨ 
ü hladina metabolitov nie je odpoveŅ len na g®nov¼ expresiu, ale aj environment§lneho 
a vĨvojov®ho stimulu alebo d¹sledok genetickej mut§cie 
 

ü prispieva k porozumeniu vzniku a vĨvoja mnohĨch ochoren² 
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Metabolickýαfingerprintingά 
ŀ αfootprintingά

rýchla a kompletná analýza vzorky 
bez nutnosti kvantifikácie a 
identifikácie jednotlivých 

metabolitov, fingerprintingςinfo o 
intracelulárnych metabolitoch

(endometabolóm), footprintingς
extracelulárnemetabolity

(exometabolóm)

Metabolomické 
profilovanie

ȊŀƘǋƶŀ ƛŘŜƴǘƛŦƛƪłŎƛǳ ŀ őƛŀǎǘƻőƴǵ 
kvantifikáciu vybraných 

metabolitovǇŀǘǊƛŀŎƛŎƘ Řƻ ǳǊőƛǘŜƧ 
ǘǊƛŜŘȅΣ ŀƭŜōƻ ǎǇƻƭƻőƴŜ 
ȊŀǇƻƧŜƴȇŎƘ Řƻ ǑǇŜŎƛŦƛŎƪŜƧ 

metabolickej dráhy

Cielená analýza metabolitov 

cielená kvalitatívna a kvantitatívna 
ŀƴŀƭȇȊŀ ȊŀƳŜǊŀƴł ƴŀ ƴƛŜƪƻƯƪƻ 
metabolitov, nutná separácia 

ƻǎǘŀǘƴȇŎƘ ȊƭƻȌƛŜƪ

Metabonomika

sledovanie metabolickej odpovedi 
ƴŀ ǇƻŘłǾŀƴƛŜ ƭƛŜőƛǾ ŀƭŜōƻ 
ǇǊƝǘƻƳƴƻǎǙ ǘƻȄƛŎƪȇŎƘ ƭłǘƻƪ Ǿ 

tkanivách a telesných tekutinách

Okrem omickĨch analĨz, Ņalġie aplikaļn® oblasti zahŘŔaj¼: 

ü terapeutick® monitorovanie lieļiv (therapeutic drug monitoring, TDM) - 

nastavenie efektívnej farmakoterapie s minimaliz§ciou neģiaducich ¼ļinkov 

ü sledovanie farmakokinetiky  - odhaŎovanie mechanizmu pôsobenia látok 

s potenciálnym farmakologickým úļinkom  

ü analýza prírodných látok  z rastlinného materiálu (fytofarmaká) (sledovanie ich 

profilov v z§vislosti od oblasti pestovania a ļasu zberu) 

ü forenzné lekárstvo - sledovanie zakázaných a zneuģ²vanĨch lieļiv a drog  

ü antidopingová kontrola -pouģitie zak§zanĨch l§tok u ġportovcov  

ü analýza celých buniek ako sú vírusy, baktérie, kvasinky 
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Priestor na vlastn® pozn§mky, pr²padne upresnenia textu odznen® v predn§ġkach: 
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3. Analytický postup pri vzorkách biologického charakteru  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AnalĨza biologickĨch vzoriek je veŎmi komplexn§. Najvªļġie problémy pri takýchto 

analýzach tvoria: 

U ġirokĨ dynamickĨ rozsah (obsah látok sa pohybuje v koncentraļnom rozmedzí  

pg-mg/ml) 

U nízke koncentrácie cieŎovĨch analytov (vªļinou pg-ng/ml)  

U veŎk® mnoģstvo vzoriek (zvyļajne 10-1000 vzoriek na jednu ġt¼diu)  

 

Analytick® met·dy pouģ²van® na analĨzu biologickĨch vzoriek musia byŠ preto: 

spr§vne, rĨchle, robustn®, ġpecifick®, selektívne a vysoko citlivé.  

Dominantné postavenie majú separaļn® metódy so selektívnymi typmi detektorov 

(hmotnostn§ spektrometria, fluorescenļn§ detekcia).  

 

Pri práci s biologickĨm materi§lom rozozn§vame ġtyri kateg·rie laborat·rii 

s oznaļen²m biologickej bezpeļnosti stupeŔ 1- 4.  

BiobezpeļnostnĨ stupeŔ m§ vplyv na: 

ü pred-analytickú ļasŠ (odber, pr²prava, transport vzoriek) 

ü analytickú ļasŠ 

ü post-analytickú ļasŠ (biologickĨ odpad -  oznaļenie, dekontamin§cia, steriliz§cia) 

 

 

BiobezpeļnostnĨ

stupeŔ

BSL-1 BSL-2 BSL-3 BSL-4

Popis -ģiadna

kontrola

-definované 

organizmy

-mal§ ġanca 

na ochorenie

-kontrola

-mierny risk

-ochorenie s 

rôznou

z§vaģnosŠou

-vysoká kontrola

-aerosólový prenos

-Šaģk®/potenci§lne 

smrteŎn® ochorenie

-maximálna kontrola

-exotické, vysoko-rizikové

-ģivot ohrozuj¼ce 

ochorenie

Vzorky E. Coli Chrípka, HIV Tuberkulóza Ebola

Typ patogénov Organizmy 

predstavujúce 

minimálne 

potenciálne 

riziko pre 

personál

Organizmy 

súvisiace s 

ŎudskĨm 

ochorením a 

predstavujúcim 

mierne riziko pre 

personál

Domáce alebo exotické 

organizmy, ktoré 

predstavujú  riziko 

prenosu pomocou 

aerosólu a spôsobujúce 

Šaģk® alebo potenci§lne 

smrteŎn® ochorenie

Nebezpeļn® a exotick® 

organizmy ktoré 

predstavujú vysoké riziko 

aerosólom prenosných 

laboratórnych infekcii

a ģivot ohrozuj¼ce 

ochorenie 

Poģiadavky 

na autoklávovanie

ģiadne ģiadne áno áno
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3.1. Odber vzorky 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Z§kladnĨ vġeobecnĨ analytický postup pozostáva z nasledujúcich krokov:   

 

Odber vzorky 

¶ prvý krok v kaģdom analytickom postupe 

¶ k dispoz²cii m§me ļastokr§t veŎmi obmedzen® mnoģstvo biologického materiálu 

(predklinick® sk¼ġky na zvierac²ch modeloch, samotn® Ŏudsk® telesn® tekutiny 

v klinickĨch ġt¼diach) 

¶ veŎmi d¹leģitĨm a nepostr§dateŎnĨm krokom je aj schvaŎovanie etickej komisie 

(1964 Helsinská deklarácia) u vġetkĨch ġt¼dii 

Z§kladnĨmi poģiadavkami pre správny odber vzoriek sú:  
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3.2 Uchovávanie vzorky 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Odber krvi  

¶ jednorazovo alebo viacnásobne 

¶ kapilárna  krv - pichnut²m lancetou do prsta, uġn®ho lal¹ļika, pªty (u det²) a 

n§sledne sa odsaje mikropipetou, kapil§rou, alebo diagnostickĨm pr¼ģkom 

ü Ăsuch§ kvapka krviñ ï novorodenecký skríning metabolických ochorení 

¶ venózna krv ï na laļno do sk¼maviek s pr²davkom vhodn®ho antikoagulantu (citrát 

sodný, heparín, EDTA).  

ü skúmavky s obsahom citrátu sodného nie sú vhodné pre kvantitatívnu analýzu, 

keŅģe mnoģstvo antikoagulantu v sk¼mavke je vªļġie a dochádza k riedeniu 

vzorky  

ü heparíny m¹ģu sp¹sobovaŠ r¹zne interferencie s n²zkomolekulárnymi analytmi  

ü EDTA ļasto sp¹sobuje detekļn® interferencie 

Odber moļu 

¶ jednorazovĨ (priebeģne poļas dŔa), rannĨ alebo 24-hodinový 

¶ pri farmakokinetickĨch ġt¼di§ch sa moļ odober§ v presnĨch ļasovĨch 

intervaloch, priļom sa mus² zaznamen§vaŠ aj vyl¼ļenĨ objem 

¶ moļ sa vªļġinou ġtandardizuje na vyl¼ļenĨ kreatin²n (tzv. hustota moļu)  

Kaģd§ biologick§ vzorka podlieha rozkladu, a preto je potrebn® vedieŠ pri akej teplote 

a ako dlho budeme vzorky uchov§vaŠ.  

Biologické vzorky sa skladujú: 

¶ za zn²ģenej teploty 

¶ chránené pred svetlom 

¶ vªļġinou sa nedoporuļuje ich opªtovn® zmrazovanie a rozmrazovanie, preto si ich 

pred samotným uskladnením treba rozdeliŠ na menġie objemy/mnoģstv§ 

TabuŎka 1. Najļastejġie typy biologickĨch vzoriek s ich doporuļenĨm uchov§van²m:  

Vzorka Dlhodob® uchov§vanie Kr§tkodob® uchov§vanie 

DNA -20ÁC alebo menej -20ÁC ï 4 ÁC (niekoŎko mesiacov) 

tkaniv§ -20ÁC -20ÁC ï 4 ÁC 

krv, sliny -80ÁC alebo menej 4 ÁC (asi hodinu) 

bunky -150ÁC (tekutĨ dus²k) -80ÁC 

moļ -80ÁC -20ÁC ï 4 ÁC 

enzĨmy -20ÁC 4 ÁC (niektor® enzĨmy) 

PCR produkty -20ÁC -20ÁC ï 4 ÁC 
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3.3 Výber predúpravnej a analytickej metódy 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

AnalĨza biologickej vzorky je veŎmi n§roļn§ kv¹li jej komplexnosti, preto je potrebné 

vo vªļġine pr²padov vzorku predupravovaŠ a implementovaŠ do analytickĨch postupov 

nov® vysoko¼ļinn® met·dy ako sú chromatografické a elektromigraļn® met·dy najmª 

v spojení so selektívnym typom detekcie.  

Výber predúpravnej a analytickej met·dy z§leģ² na viacerĨch faktoroch, medzi ktor® 

patria 

ü povaha analytu (chemick§ ġtrukt¼ra, fyzik§lno-chemické vlastnosti, stabilita) 

ü povaha matrice (obsahuje/neobsahuje vodu, lipidy, sacharidy, prote²ny atŅ.) 

ü pr²tomnosŠ interferentov 

ü koncentrácia analytu v matrici 

ü nutnosŠ simult§nnej analĨzy viacerých analytov 

ü prístrojové vybavenie laboratória 

ü finanļn§ a ļasov§ n§roļnosŠ analĨzy 

ü kvalifikácia pracovníkov 
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4. Predúprava vzorky 
 

 

 

 

Predúprava biologických vzoriek je kritický m krok om v kaģdom analytickom 

postupe.  

Predúprava vzorky: 

¶ je ļasovo najn§roļnejġiou ļasŠou v celom analytickom postupe 

¶ mus² byŠ reprodukovateŎn§  

¶ je zdrojom mnohých chýb (pri ultrastopových analýzach predstavujú manuálne 

postupy pred¼pravy vzoriek aģ 50-70% vġetkĨch chĨb, automatick® met·dy 

predúpravy 20-30%)  

 

 

Obrázok 4-1 Predúprava vzoriek. 

 

2ŀǎƻǾł ƴłǊƻőƴƻǎǙ

zhromaģŅovanie ¼dajov (27%)

odbery (6%)

analýza (6%)

príprava vzorky (61%)

Zdroje chýb

kontaminácia (4%) separaļnĨ syst®m (11%)

operátor (19%) dávkovanie (6%)

separácia (7%) integrácia (6%)

inġtrument§cia (8%)kalibrácia (9%)

príprava vzorky (30%)

Výber predúpravnej met·dy z§leģ² na: 

¶ cieli samotnej analýzy 

¶ type biologickej matrice 

¶ fyzikálno-chemických vlastnostiach analytu (polarita, tepelná a chemická 

stabilita) 

¶  mnoģstve samotnej vzorky 

¶ koncentrácii analytu vo vzorke 
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Hlavnými cieŎmi predúpravy vzoriek sú: 

¶ izolácia analytu (matrica m¹ģe ovplyvniŠ rozl²ġenie, prote²ny a ostatn® 

makromolekuly m¹ģu interagovaŠ s detekciou, kol·ny sa m¹ģu upchaŠ alebo 

rĨchlo inaktivovaŠ), príklady potreby izolácie analytu z komplexných 

biologických vzoriek sú ukázané na Obrázok 4-2, 

¶ zakoncentrovanie analytu (zvĨġenie koncentr§cie analytu vo vzorke na zlepġenie 

jeho detegovateŎnosti), 

¶ derivatizácia (zmena fyzikálno-chemickĨch vlastnost² analytov na zlepġenie jeho 

detegovateŎnosti). 

 

 

Obrázok 4-2 Príklady potreby izolácie analytu z komplexných biologických vzoriek. 

Zn²ģenie komplexicity matrice (A), interferencia v migraļnej / eluļnej poz²cii analytu 

(B), zn²ģenie citlivosti detekcie, i·nov§ supresia v hmotnostnej detekcii (C).  

(prevzaté z www.waters.com ) 

Kontaminácia 

z matrice
Bez 

interferencie

Bez interferencie

80% iónová supresia

minimálna iónová supresia
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4.1  Deproteinizácia biologického materiálu  

 

4.1.1 Zr§ģanie a vysoŎovanie 

 

 

 

 

 

 

Medzi základné metódy predúpravy biologických vzoriek patria:  

¶ jednoduché nariedenie vzorky (len v pr²pade dostatoļnej koncentr§cie analytu 

vo vzorke) ï moļ, dych 

¶ homogenizácia - tkanivá 

¶ odstránenie nerozpustných zloģiek (centrifugácia, filtrácia)   

¶ uvoŎnenie analytu z biologickej matrice (hydrolýza, sonikácia) - bunky 

¶ odstr§nenie endog®nnych zloģiek (precipitácia, ultrafiltrácia , extrakcia) ï 

plazma, sérum, bunky, krv, tkanivá 

¶ zvĨġenie selektivity a citlivosti (derivatizácia) 

Vªļġina biologickĨch vzoriek obsahuje veŎk® mnoģstvo prote²nov a teda jednu 

z najļastejġ²ch foriem pred¼prav biologickĨch vzoriek predstavuje deproteiniz§cia. 

Deproteinizácia sa m¹ģe uskutoļŔovaŠ zr§ģan²m a vysoŎovan²m, membr§novĨmi 

technikami a afinitnou precipitáciou.  

Optim§lna deproteiniz§cia mus² zabezpeļiŠ: 

¶ úplné odstránenie rôznych frakcii proteínov 

¶ precipit§t nesmie sorbovaŠ analyty 

¶ deproteinizaļnĨ reagent nesmie ovplyvŔovaŠ analyty, vplĨvaŠ na ich izol§ciu, 

interferovaŠ pri detekcii, stanoven² a vplĨvaŠ na vĨŠaģnosŠ met·dy  

¶ ļasto sa pouģ²va kombin§cia viacerĨch ļinidiel 

Toto odstraŔovanie prote²nov je relat²vne jednoduché, lacné a rýchle.  

Na druhej strane doch§dza pri Ŕom k zriedeniu vzoriek, takģe je vhodn® len pre analyty 

vo vysokej koncentr§cii a pri pouģit² citlivej detekļnej techniky.  

Poļas a po precipit§cii prote²nov treba upraviŠ pH vzorky na poģadovan¼ hodnotu pre 

následnú extrakciu. 
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Na zr§ģanie a vysoŎovanie sa najļastejġie pouģ²vaj¼:  

¶ Organické alebo anorganické kyseliny (trichlóroctová, perchlórová, galová, 

chloristá...) 

¶ vªļġinou ide o 5-20% roztoky  

¶ zr§ģanie je zaloģen® na zmene pH - pri nízkom pH sú proteíny v kationickej 

forme a tvoria sa nerozpustné soli 

¶ nevýhoda: extrémne kyslý supernatant a s tým spojené riziko dekompozície 

analytu. 

 

¶ Soli ŠaģkĨch kovov (s²ran zinoļnatĨ, chlorid ortuŠnatĨ, hydroxid l²tny, pre b§zick® 

látky chlorid hlinitý) 

¶ nevýhoda: kontaminácia supernatantu iónmi kovu 

 

¶ Síran amónny (nasýtený vodný roztok)  

¶ zaloģen® na zmene iónovej sily 

¶ nevýhoda: vysoká koncentrácia solí v supernatante a pomerne nízka 

¼ļinnosŠ (75%) 

¶ vysolené proteíny sa následne oddelia v centrifúge 

· Organick® rozp¼ġŠadl§ (acetonitril, acetón, etanol, metanol) 

¶ zaloģen® na zmene dielektrickej konġtanty, ļ²m sa zniģuje rozpustnosŠ 

proteínov a zr§ģaj¼ sa  

¶ úļinnosŠ z§vis² od polarity proteínov  

¶ ļasto pouģ²van§ pre kompatibilitu organickĨch rozp¼ġŠadiel s kvapalinovou 

chromatografiou  

¶ výhoda: pouģiteŎnosŠ pre analyty nest§le pri n²zkej hodnote pH 

¶ nevýhoda: vysoká absorbcia metanolu pri pouģit² UV detekcie  

· Termická deproteinizácia (vzorka sa zahreje na 90ÁC priļom doch§dza k 

denaturácii bielkovín)  

¶ nevýhoda: ļastá zmena analytu 

· Enzýmová deproteinizácia (proteolytické enzýmy ï trypsín, papaín, ketodáza) 

¶ výhoda: vysok§ ¼ļinnosŠ procesu a neagresivita prostredia na analyt 

· Zr§ģanie v izoelektrickom bode  

¶ rozpustnosŠ prote²nov vo vode je minim§lna pri pH bl²ģiacich sa pI 

hodnotám 
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4.1.2 Membránové techniky 

 

 

 

 

 

 

 

 

Medzi membr§nov® techniky pouģ²van® na odstr§nenie prote²nov zaraŅujeme 

ultrafiltráciu a elektrodialýzu.  

Ultrafiltrácia  

¶ pouģ²va membránové filtre (schopné zachyt§vaŠ ļastice s MW v rozsahu 3 000 - 

100 000 Da) v kombinácii s centrifugáciou 

¶ Makromolekuly a koloidy vªļġie ako otvory membr§ny zostávajú na membráne 

zachytené 

¶ úļinnosŠ separ§cie je minim§lne 99% 

¶ výhody: vhodné aj pre malý objem vzorky, pri procese nedochádza k zriedeniu 

vzorky, nespotrebuv§vame organick® rozp¼ġŠadl§, ston§sobn® zn²ģenie 

prítomnosti solí v supernatante 

¶ nevýhoda: napriek odstr§neniu vġetkĨch prote²nov je ļastá väzba analytu na 

membránu 

¶ táto metóda sa pouģ²va aj na ļistenie prote²nov, DNA, RNA a ako met·da na 

stanovenie voŎnej frakcie lieļiva 

 

Obrázok 4-3 Ultracentrifugácia (prevzaté a upravené z Mukker J.K. et al., 2016). 
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4.1.3 Afinitná precipitácia 

 

 

4.2. Extrakļn® techniky  
 

 

Elektrodialýza  

¶ zaloģen§ na tom, ģe nabitĨ analyt prenik§ cez membr§nu k opaļne nabitej 

elektróde 

¶ ide o oddeŎovanie vªļġ²ch organickĨch molek¼l od rozpustenĨch 

nízkomolekulárnych anorganických solí 

¶ rozdiel koncentr§ci² medzi vzorkou a rozp¼ġŠadlom vedie k prechodu 

nízkomolekulárnych látok do rozp¼ġŠadla, priļom l§tky s menġou molekulovou 

hmotnosŠou prech§dzaj¼ rĨchlejġie 

¶ selektivita je dan§ veŎkosŠou nabitĨch ļast²c, rozdielmi elektrick®ho n§boja 

¶ selektivita sa d§ upraviŠ pre kyslé a zásadité látky zmenou pH 

¶ vĨŠaģnosŠ je aģ 100%, pri komplexnĨch vzork§ch menġia v d¹sledku zan§ġania 

membrány 

Afinitná precipitácia spája afinitné interakcie a precipit§ciu do jedn®ho stupŔa, ļ²m sa 

dosahuje vyġġia selektivita.  

Patrí sem:  

¶ precipitácia pomocou homobifunkļnĨch  

¶ precipitácia pomocou heterofunkļnĨch ligandov  

¶ precipitácia pomocou modifikovaných fosfolipidov  

¶ imunoafinitná precipitácia 

ńalġ²mi veŎmi ļasto pouģ²vanĨmi pred¼pravnĨmi metódami pri analýzach 

biologických vzoriek sú extrakļn® techniky.  

Extrakļn® techniky: 

¶ m¹ģu byŠ uskutoļŔovan® manuálne alebo aj automatizovane (napr. extrakcia na 

tuhej fáze) 

¶ sú selekt²vne, ļasovo nie veŎmi n§roļn® 

¶ pouģ²vaj¼ sa na odstr§nenie matrice a izoláciu analytu ako aj na zakoncentrovanie 

analytu o jeden aģ dva r§dy 

¶ dobr§ extrakļn§ met·da mus² byŠ reprodukovateŎn§, rĨchla, lacn§, s n²zkymi 

stratami analytu a mala by umoģŔovaŠ analĨzu niekoŎkĨch vzoriek v kr§tkom 

ļase 
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4.2.1 Extrakcia na tuhej fáze (Solid Phase Extraction, SPE) 

 

Medzi z§kladn® extrakļn® techniky patria: 

 

Extrakcia na tuhej fáze (Solid Phase Extraction, SPE) patrí spolu s extrakciou 

kvapalina-kvapalina (Liquid Liquid Extraction, LLE) medzi najļastejġie pouģ²van® 

extrakcie. SPE je zaloģen§ na interakcii analytu so stacion§rnou f§zou sorbentu v SPE 

kolóne.  

Výber vhodnej SPE kolóny z§leģ² na: 

¶ type stacionárnej fázy (normálne fázy s naviazanými polárnymi skupinami, 

reverzné fázy s naviazanĨmi nepol§rnymi skupinami, i·nomeniļe),  

o pri výbere stacionárnej fázy sa prihliada na vlastnosti analytu ako aj 

rozp¼ġŠadla (nepol§rne rozp¼ġŠadlo - polárne sorbenty a opaļne) 

¶ mnoģstve sorbentu (silikagél, polyméry, oxid hlinitý),  

o sorbenty na báze polymérov maj¼ vyġġiu stabilitu v ġirġom rozmedz² pH 

oproti sorbentom na báze silikagélu 

o ġpeci§lne typy sorbentov v SPE -  molekul§rne otlaļen® polym®ry (Molecular 

Imprinted Polymers) 

Á umoģŔuj¼ citlivejġiu a selekt²vnejġiu extrakciu 

Á nevýhoda: obmedzená kapacita sorbentu, úzke spektrum látok, pre 

ktor® s¼ komerļne vyr§ban® 

o imunoafinitná SPE - na povrchu silikagélu je imobilizovaná protilátka 

poskytujúca vysokú selektivitu extrakcie 

¶ veŎkosti kol·ny 
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Extrakcia na tuhej f§ze je 5 stupŔovĨ proces (Obrázok 4-4), ktorý pozostáva z týchto 

krokov: 

1) Kondicionovanie  

o poļas kondicionovania sa vytvára vhodné fázové rozhranie 

o navlhļenie stacion§rnej f§zy priļom doch§dza k solvat§cii 

hydrofóbnych funkļnĨch skup²n 

o stacionárna f§za nesmie vyschn¼Š pred nanesen²m vzorky 

o najļastejġie sa na kondicionovanie pouģ²va metanol 

2) Ekvilibrácia  

o na ¼pravu stacion§rnej f§zy sa pouģije rozp¼ġŠadlo podobn® rozp¼ġŠadlu 

aplikovanej vzorky (napr. pre stacion§rnu f§zu C18 sa m¹ģe pouģiŠ 

deionizovaná voda / vodný tlmivý roztok) 

3) Dávkovanie  

o adsorbcia analytu na sorbent (v ideálnom prípade sa analyt zachytí ako 

úzka zóna a iné interferenty sa vyplavia do odpadu) 

o vzorka mus² byŠ narieden§ 1:1 vo vode na zn²ģenie viskozity a 

zabráneniu upchatia sorbentu 

o vzorka preteká cez kolónu pomocou pretlaku (piest dávkovacej ihly), 

podtlaku (výveva), alebo odstredivej sily (odstredivka) 

4) Premývanie  

o vodné/organické roztoky sa pouģ²vaj¼ na vymytie interferentov 

5) Elúcia analytu do vhodn®ho rozp¼ġŠadla a prípadná redukcia objemu a 

derivatizácia (ak je potrebná) 

 

Obrázok 4-4 Extrakcia na tuhej faze (prevzaté a upravené z Lucci P. a kol., 2012) . 

Kondicionovanie Nan§ġanie vzorkyPremývanie Elúcia

analyt interferenty
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Extrakcia na tuhej fáze má viacero výhod, medzi ktoré patrí:  

V vysok§ vĨŠaģnosŠ (kysl® vzorky s¼ extrahovan® s vyġġou vĨŠaģnosŠou ako 

zásadité, mastné kyseliny, ich estery a cholesterol nie sú ko-extrahované)  

V jednoduchá prekoncentrácia  

V ¼ļinn® preļistenie extraktu  

V ļasov§ ¼spora  

V mal® mnoģstv§ rozp¼ġŠadiel  

V niģġie n§klady 

V jednoduchá automatizácia 

V nevznikajú emulzie ako pri LLE 

Medzi jej hlavné nevýhody naopak patrí, ģe:  

U tieto extrakcie poskytuj¼ rozdielne vĨŠaģnosti kvôli rozdielnemu pH a povahe 

eluuj¼ceho ļinidla a sorbentu 

U kolóny str§caj¼ ich adsorpļn¼ ¼ļinnosŠ 

U kolóny sa ļasto upch§vaj¼ pri neúplnej precipitácii proteínov  

U vyskytujú Šaģkosti pri spracov§van² veŎkĨch objemov vzorky  

U nie sú vhodné pre vzorky s vysokým obsahom lipidov 

Medzi extrakciu na tuhej fáze zaraŅujeme aj tzv. mikroextrakcia na vlákne  

(Solid Phase MicroExtraction, SPME). 

¶ princíp: na povrch kremenného vlákna tvoreného filmom polydimetylsiloxánu, 

polyakrylátu alebo kopolyméru dimetylsiloxánu a divinylbenzénu sa sorbuje 

analyt, n§sledne doch§dza buŅ k desorbcii termickej (v injektore pre plynovú 

chromatografiu, GC) alebo k desorbcii mobilnou fázou (pri kvapalinovej 

chromatografii, LC) 

¶ výhody: rĨchlosŠ, jednoduchosŠ, n²zka cena, minim§lne mnoģstvo vzorky, práca 

bez organickĨch rozp¼ġŠadiel, Ŏahk§ automatiz§cia 

¶ nevýhody: nízka sorpļn§ kapacita vl§kna 

 

Obrázok 4-5 Mikroextrakcia na vlákne, SPME  

(prevzaté z Kataoka H. a kol, 2000). 
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Novġ²m typom SPME pred¼pravy, ktorĨ sp§ja odber aj prípravu vzorky v jednom kroku 

sú tzv. Bio-SPME pipetovacie ġpiļky a Bio-SPME sondy (urļené na in vivo 

vzorkovanie).  

Výhodou je: 

¶ rĨchle spracovanie a ġetrenie ļasu 

¶ jednoduch§ metodika ļ²m sa minimalizujú potrebné kroky 

¶ minimalizuje sa vplyv interferencii z matrice 

¶ pouģ²vaj¼ sa mal® objemy vzoriek 

 

Postup je zloģenĨ z nasledujúcich krokov: 

1. kondicionovanie/ekvilibr§cia (ponorenie vl§kna do rozp¼ġŠadla) 

2. extrakcia (ponorenie vlákna do biologickej tekutiny a expozícia) 

3. oplach (rýchly oplach na minimalizáciu matricových efektov) 

4. desorpcia / analĨza (desorpcia do vhodn®ho rozp¼ġŠadla a n§sledn§ analĨza) 

 

Obrázok 4-6 Bio-SPME pipetovacie ġpiļky. 
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4.2.2 Extrakcia v systéme kvapalina/kvapalina (Liquid-Liquid Extraction, LLE) 

 

 

Extrakcia kvapalina/kvapalina  (Liquid-Liquid Extraction, LLE) je ġtruktúrne 

selektívna extrakļn§ met·da zaloģen§ na distrib¼cii analytu medzi dve vz§jomne 

nemieġateŎn® kvapaliny (medzi organick¼ a vodn¼ f§zu) a prechode analytu do organickej 

zloģky.  

¶ na extrakciu nepol§rnych analytov sa pouģ²va nepol§rne rozp¼ġŠadlo a opaļne  

¶ extrakt vªļġinou nie je vhodnĨ pre priamu analýzu a je ho potrebn® preļistiŠ 

¶ distribúciu ovplyvŔuje: výber extrahovadla, pH vodnej fázy, pomer objemov 

jednotlivých fáz 

o organick® kyseliny a z§sady existuj¼ vo vodnĨch roztokoch v rovnov§ģnych 

zmesiach neutrálnej a iónovej formy 

o na extrakciu je potrebn®, aby bol analyt aspoŔ na 95% v extrahovateŎnej 

forme, t.j. ako voŎn§ kyselina alebo b§za (pH vzorky treba upraviŠ na pH o 

dve jednotky niģġie pre kysl® l§tky a dve jednotky vyġġie pre b§zick® l§tky 

ako je hodnota pKa danej látky) 

¶ selektivita sa zlepġuje keŅ pouģijeme najmenej pol§rne rozp¼ġŠadlo, v ktorom je 

analyt eġte rozpustnĨ 

¶ dostatoļne veŎkĨ povrch sa dosiahne mechanickým/manuálnym pretrepávaním  

 

Z§kladnĨ postup LLE zahŘŔa: 
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4.2.3. Extrakcia v systéme kvapalina/tuhá fáza 

 

 

 

 

Medzi hlavné výhody LLE patria:  

 

V rĨchlosŠ 

V jednoduchosŠ 

V nen§roļnosŠ  

V jednoduch§ zmena extrakļnĨch podmienok 

V jednoduch§ inġtrument§cia, univerz§lnosŠ 

  

Medzi hlavné nevýhody zaraŅujeme:  

 

U vysokú spotrebu organickĨch rozp¼ġŠadiel  

U riziko tvorby emulzii na medzifázovom rozhraní (strata analytu, je potrebné 

pouģitie vªļġieho mnoģstva extrahovadla) 

U nie je vhodn§ pre vġetky analyty (pre vysoko polárne analyty je potrebné 

pouģitie ionp§rovĨch ļinidiel) 

U vysok§ z§Šaģ ģivotn®ho prostredia, veŎk® mnoģstvo toxick®ho odpadu 

U nevhodná pre automatizáciu (prevedenie len off-line) 

Princíp extrakcie v systéme kvapalina/tuhá fáza je zaloģenĨ na fakte, ģe podobn® 

rozp¼ġŠame v podobnom.  

Vzorka sa vªļġinou drv², aby sa dosiahol vªļġ² povrch. NerozpustnĨ zvyġok sa filtruje 

a centrifuguje.  

Medzi tieto typy extrakcie zaraŅujeme: 

A. diskontinuálnu extrakciu  

Pouģ²va sa na tuh® matrice, vªļġinou prebieha v extrakļnom homogeniz®ri 

(drvenie a extrakcia z§roveŔ). M¹ģe byŠ jedno/viac stupŔov§.  

B. kontinuálnu extrakciu  

Prebieha v Soxhletovej aparatúre, je ļasovo n§roļn§ a pouģ²va veŎk® objemy 

extrahovadla. M¹ģe sa pouģ²vaŠ aj zrĨchlen§ rozp¼ġŠadlov§ extrakcia za 

pouģitia vyġġej teploty a vyġġieho tlaku. 

C. mikrovlnnú  rozp¼ġŠadlov¼ extrakciu 

Mikrovlny sl¼ģia na ohrev extrahovadla. Pouģ²va sa pre termolabiln® analyty. 
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4.2.4 Superkritická fluidná extrakcia (SFE) 

 

 

Superkritická fluidná extrakcia  (Supercritical Fluid Extraction, SFE) sa dostáva 

vrámci predúpravy vzoriek do popredia v poslednĨch desaŠroļiach.  

¶ na extrakciu sa pouģ²va nadkritická kvapalina  (vysokoļistĨ oxid uhliļitĨ, ktorĨ 

je netoxickĨ, nehorŎavĨ, m§lo reakt²vny) 

¶ je to plynn® extrahovadlo s chemickĨmi vlastnosŠami kvapaliny, ktor® m§ zvĨġenú 

schopnosŠ rozp¼ġŠaŠ analyty, m§ vĨrazne niģġiu viskozitu a takmer nulové 

povrchové napätie 

¶ ako modifik§tor sa pouģ²va voda, pol§rne rozp¼ġŠadlo (etanol, metanol, acetonitril, 

acetón), ktor® zvyġuje rozp¼ġŠaciu silu 

 

Obrázok 4-7 Zariadenie na superkritickú fluidnú extrakciu  

(prevzaté a upravené z Sarmento C.M.P. a kol. 2006). 

 

Medzi hlavné výhody tohto typu extrakcie patria:  

V výborne prenikanie nadkritickej kvapaliny do matrice 

V dobrá selektivita izolácie analytu 

V vysok§ ļistota extraktu 

V vhodnosŠ aj pre termolabiln® analyty 

V moģnosŠ automatiz§cie 

V minimálna z§Šaģ pre ģivotn® prostredie 

Hlavnými nevýhodami sú:  

U moģnosŠ izol§cie analytu len z tuhej a suchej matrice 

U potreba vysokoļist®ho oxidu uhliļit®ho alebo iného extrakļn®ho fluida 

U vysoké vstupné náklady na zariadenie 
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4.3. ńalġie met·dy pred¼pravy vzoriek  
 

 

 

Mineralizácia 

¶ pri mineralizácii vzoriek doch§dza k odstr§neniu organickĨch zloģiek matrice 

(analýza na obsah toxických a biogénnych prvkov) pomocou konverzie 

kovalentnej väzby heteroatómu na iónovú väzbu 

¶ mineralizaļnĨ proces mus² byŠ ¼plnĨ a kvantitatívny 

¶ finálne produkty sú voda, oxidy a anorganické soli 

¶ pokiaŎ je jednostupŔov§ mineraliz§cia nedostatoļn§, prist¼pi sa k dvojstupŔovej 

mineralizácii (produkt primárne mokrej mineralizácie sa podrobí aj procesu 

sekundárnej suchej mineralizácie) 

Medzi hlavn® sp¹soby mineraliz§cie zaraŅujeme: 

A. Mineralizácia suchou cestou 

Dokonalé spálenie analyzovanej vzorky za prístupu vzduchu alebo v atmosfére 

ļist®ho kysl²ka na popol. VĨhodou je, ģe nepotrebuje Ņalġie sk¼madlá, ktoré by 

kontaminovali vzorku. Je vhodn§ pre veŎk® mnoģstv§ vzorky ako aj pre vzorky 

s vysokým obsahom vody. 

a) spaŎovanie v otvorenom syst®me (porcel§nov§ miska) 

b) spaŎovanie v zatvorenom syst®me (autokl§v) 

B. Mineralizácia mokrou cestou 

Zaloģen§ na vare analyzovanej matrice so zmesou koncentrovaných 

miner§lnych kysel²n so silnĨmi oxidaļnĨmi ¼ļinkami (H2SO4, HClO4 ï 

naj¼ļinnejġia, vysok§ toxicita, HNO3) 

a) otvorenĨ syst®m (mineralizaļn§ banka, kadiļka) ï nie je vhodný pre 

As, Cd, Hg, Se (vznik prchavých toxických foriem) 

b) polozatvorenĨ syst®m (mineraliz§cia so spªtnĨm chladiļom)   

c) zatvorený systém (kovový autokláv) ï mineralizácia má explozívny 

charakter 
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Lyofilizácia   

¶ je odparenie vody pri tlaku 1-250Pa zo zamrznutých vodných roztokov 

¶ veŎmi ġetrn§ k analytom a pouģ²va sa na dlhodob® skladovanie 

termolabilných látok 

¶ pouģ²va sa najmª v biochémii, farmácii, potravinárstve 

RAM (Restricted Access Media) 

¶ biokompatibiln® materi§ly, ktor® umoģŔuj¼ priamy n§strek biologickĨch 

vzoriek do chromatografického systému 

¶ RAM sorbenty rozdeŎuj¼ biologickĨ materiál do frakcii na základe ich MW 

¶ frakcia proteínov je oddelená od frakcie nízkomolekulárnych analytov 

 

Medzi hlavné výhody mineralizácie patrí:  

V jednoduchosŠ 

V nelimitovan® mnoģstvo vzorky 

V jednoduchá manipulácia 

 

Na druhej strane medzi hlavné nevýhody patrí:  

U relatívne nízka teplota mineralizácie 

U riziko straty prchavej formy analytu 

U zvĨġen§ spotreba kysl²ka 

U vysoké riziko kontaminácie vzorky 

U viaceré zdroje chýb (strata analytu, kontaminácia vzorky pri odparovaní, 

adsorpcia analytov na steny nádoby) 

U neļistoty zo sk¼madiel 
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Priestor na vlastn® pozn§mky, pr²padne upresnenia textu odznen® v predn§ġkach: 
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5. Hmotnostná spektrometria 
 

 

 

Hmotnostná spektrometria (Mass Spectrometry, MS)  

¶ je fyzikálno-chemick§ deġtrukļn§ met·da, ktor§ je zaloģen§ na pohybe 

urýchlených iónov v elektrickom a/alebo magnetickom poli v prostredí vysokého 

vákua 

¶ získavame informácie o pomere hmotnosti a náboja (m/z) ionizovaných atómov, 

molekúl alebo fragmentov molekúl  

¶ vyuģ²va sa v praxi pre jej vysok¼ citlivosŠ (10-15 g) ako aj moģnosŠ ġtrukt¼rnej 

analýzy  

¶ kvalitatívna analýza - identifik§cia n²zkomolekul§rnych zl¼ļen²n, pomoc pri 

odvodení/potvrden² ġtruktúry vysokomolekulárnych látok 

¶ kvantitatívna analýza - stanovenie obsahu rôznych látok v matriciach 

o je vģdy nutn® pouģ²vaŠ internĨ ġtandard (IS) 

o ideálne ak je IS izotopicky znaļenĨ (ideálna ko-ionizácia), IS pre 

analĨzy vªļġ²ch skup²n látok (Ăomick®ñ analĨzy), ġtruktúrne podobné IS 

(met·da sa mus² vģdy validovaŠ) 

¶ nie je schopn§ rozl²ġiŠ izom®ry 

o  nutná kombinácia s inĨmi spektr§lnymi technikami (NMR, IĻ, UV), 

alebo separaļnĨmi technikami (CE, LC, GC, zaloģen® na rozdielnej 

retencii) 

¶ Molekulov§ hmotnosŠ m§ jednotku dalton (Da), priļom 1 Da sa rovn§ 1 amu 

(atomic mass unit), t.j. 1/12 hmoty 1 atómu 12C (1,66054 x 10-27 kg) 

¶ molekulov¼ hmotnosŠ rozliġujeme: priemernú (zohŎadŔuje hmotnosti vġetkĨch 

izotopov prvku) a monoizotopickú (poļ²ta sa z najstabilnejġ²ch izotopov prvku).  

¶ v hmotnostnej spektrometrii pracujeme vģdy s monoizotopickou hmotnosŠou 

 

Hmotnostná spektrometria patrí vo svojej podstate k separaļnĨch technik§m, takģe ju 

m¹ģeme pouģ²vaŠ samostatne pokiaŎ sa analyzuj¼ ļist® l§tky, alebo jednoduchġie zmesi s 

jednoduchou prípravou vzorky. 

ü priame zav§dzanie vzorky tzv. Ăshotgunñ analĨza  

ü ide o tzv. prietokovú analýzu (Flow Injection Analysis, FIA), kedy dostávame 

sign§l vo forme ġirġej z·ny 

ü ESI v spojení s tandemovými analyzátormi, desorpļn® a ambientn® ionizaļn® 

techniky 

 

ü  výhody: jednoduchosŠ, robustnosŠ, konġtantn® matricov® efekty 

ü  nevýhody: Šaģġie rozl²ġenie niektorĨch zl¼ļen²n, horġia citlivosŠ 
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V pr²pade komplexnejġ²ch vzoriek (ako s¼ aj analĨzy biologickĨch matríc) pouģ²vame 

hmotnostnú spektrometriu v kombinácii so separaļnĨmi technikami (plynová 

chromatografia, GC, kvapalinová chromatografia, LC, kapilárna elektroforéza, CE, iontová 

mobilita, IMS).  

ü GC-MS sa pouģ²va na zloģit® zmesi prchavĨch l§tok, stopovú analýzu. Vªļġinou 

ide o kombináciu s jednoduchým kvadrupólom. Výhodou GC-MS sú kniģnice 

spektier  

ü LC-MS je najrozġ²renejġou technikou v praxi. Najbeģnejġie s¼ pri tejto met·de 

bioanalytické aplikácie komplexných zmesí málo polárnych aģ i·novĨch l§tok  

ü CE-MS sa pouģ²va v podobnĨch aplikaļnĨch oblastiach ako LC-MS, priļom 

predstavuje komplementárnu techniku 

 

ü  výhody: vyġġia selektivita separ§cie, zn²ģen® riziko potlaļenia odozvy (vyġġia 

citlivosŠ a presnejġia kvantifik§cia)  

ü  nevýhody: matricov® efekty sa l²ġia v priebehu chromatogramu, tieto techniky 

predstavujú vyġġie n§roky na inġtrument§ciu a skúsenosti obsluhujúceho personálu 

aj v oblasti separaļnĨch techn²k 

 

Hmotnostné spektrum  je z§vislosŠ intenzity sign§lu od pomeru m/z. 

¶ MS spektrum m¹ģe byŠ profilové alebo centroidové (tzv. histogram) 

¶ hmotnostn® spektr§ s¼ zvyļajne unik§tne, ļo sa vyuģ²va pri identifikácii látok 

¶ medzi hlavné problémy spojené s MS patrí interpretácia zmesných spektier, iónová 

supresia, vysok§ pravdepodobnosŠ vĨskytu dvoch alebo viacerých analytov s 

rovnakým m/z, prekrytie izotopickĨch Ăob§lokñ pre analyty s blízkym m/z, 

limitovaný dynamický rozsah 

 

 

Obrázok 5-1 Hmotnostné spektrá (prevzaté a upravené z http://holcapek.upce.cz). 

 



 41 

 

5.1 Iónový zdroj 
 

Medzi hlavn® ļasti kaģd®ho hmotnostn®ho spektrometra patria i·novĨ zdroj, analyz§tor 

iónov a detektor. Okrem tĨchto z§kladnĨch ļast² sa v hmotnostnom spektrometri nachádza 

vákuový systém a v prípade tandemovej hmotnostnej spektrometrie aj kolízna cela. 

 

Obrázok 5-2 Zloģenie hmotnostn®ho spektrometra. 

 

IónovĨ zdroj produkuje i·ny v plynnom stave, priļom neexistuje univerz§lna ionizaļn§ 

technika pre vġetky l§tky.  

Výber vhodnej ionizaļnej techniky zavisí na:  

¶ fyzikálno-chemickĨch vlastnostiach analytu (prchavosŠ, polarita) 

¶ vodivosti analytu 

¶ molekulovej hmotnosti (MW do 1000 Da ï elektrónová ionizácia/chemická 

ionizácia, MW do 10 000 Da ï chemická ionizácia za atmosferického tlaku, MW 

do 100 000 Da ï elektrosprej, MALDI) 

¶ termolabilite (ESI, MALDI) 

¶ zloģitosti matrice 

 

Obrázok 5-3 VĨber vhodnej ionizaļnej techniky.  
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PodŎa mnoģstva dodanej energie rozliġujeme ionizáciu: 

× tvrdú   

o vysok§ energia staļ² na vytvorenie i·nu z neutr§lnej molekuly a na jeho 

Ņalġiu fragment§ciu) 

o napr. ionizácia prúdom elektrónov (EI) 

× mäkkú  

o dodan§ energia staļ² na vytvorenie iónu z neutrálnej látky 

o napr. chemická ionizácia (CI), elektrosprej (ESI), MALDI  

o tento typ ioniz§cie je uģitoļnĨ pri analĨze zmes², urļovan² molekulovej 

hmotnosti 

PodŎa voŎby polarity v iónovom zdroji m¹ģu vznikaŠ: 

¶ kladne nabité ióny (látka schopná protonizácie, alebo vznik aduktov s Na+, K+, 

Li+...)  

¶ záporne nabité ióny (sulfónové a karboxylové skupiny, vznik aduktov 

[M+octan]-, [M+mravļan]-, [M+Cl] -) 

 

Ionizaļn® techniky m¹ģeme Ņalej rozdeliŠ na: 

ü Ionizaļn® techniky pracuj¼ce za vákua (vyuģ²van® najmª technikou GC) 

· Ionizácia nárazom elektrónov (Electron Impact/Ionization - EI) 

· Chemická ionizácia (Chemical ionization - CI) 

ü Ionizaļn® techniky pracujúce za atmosférického tlaku (LC, CE metódy) 

· Ionizácia elektrosprejom (ElectroSpray Ionization - ESI)  

· Chemická ionizácia za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure 

Chemical Ionization - APCI) 

· Fotoionizácia za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure 

PhotoIonization - APPI) 

ü Alternatívne ionizaļn® techniky pre pol§rne a vysokomolekul§rne vzorky  

· Ioniz§cia laserom za ¼ļasti matrice (Matric Assisted Laser 

Desorption/Ionizaion - MALDI)  

· Ioniz§cia laserom bez ¼ļasti matrice (Laser Desorption/Ionization - LDI)  

ü Ambientné ionizaļn® techniky 

ü Ostatné 
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5.1.1 Ionizácia nárazom elektrónov (EI) 

 

 

 

 

 

Ionizácia nárazom elektrónov (EI) ionizuje látky z plynnej fázy pomocou prúdu 

elektrónov (zdrojom je kovová katóda) vo vákuu.  

Energia elektrónov závisí od rozdielu potenciálu medzi anódou a katódou (70V - 

elektróny získajú energiu 70 eV).  

V praxi sa pouģ²va len kladnĨ m·d +70eV vŅaka stabilnej intenzite iónov, 

reprodukovateŎnosti MS spektier, spoŎahlivej ioniz§cii vġetkĨch molek¼l. 

¶ pre analyty s molekulovou hmotnosŠou do 1000 Da, ktoré sú teplotne stále 

¶ tvrdá  ionizaļn§ technika, najļastejġie puģ²van§ pre GC-MS 

¶ ide o najstarġiu a najviac preb§danú techniku 

¶ EI spektr§ s¼ veŎmi dobre reprodukovateŎn®, priļom viac ako 200 000 látok sa 

nachádza v databázach 

 

 

Obrázok 5-4 Ionizácia nárazom elektrónov  

(prevzaté a upravené z Gross J.H., 2017). 
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5.1.2 Chemická ionizácia (CI) 

 

 

 

 

 

 

Pri chemickej ionizácii, CI, je zdrojom vzniku i·nov opªŠ pr¼d urĨchlenĨch elektr·nov, 

ale na rozdiel od EI je n§boj pren§ġanĨ chemickĨm procesom.  

Ioniz§cia prebieha po splynen² l§tky za v§kua s pr²davkom nadbytku ionizaļn®ho plynu 

(metán, izobután, amoniak).  

Ļ²m je vªļġia prot·nov§ afinita plynu, tĨm je vyġġia selektivita (napr. amoniak je veŎmi 

selektívny, metán viac univerzálny).  

N§sledne i·ny reakļn®ho plynu pren§ġaj¼ n§boj na vzorku. 

¶ len pre teplotne stále analyty do 1000 Da 

¶ ide ale o mäkkú ionizaļn¼ techniku (analyt z²skava energiu menġiu ako 70eV, ļo 

prin§ġa menġiu fragment§ciu) 

¶ ġpeciálnou aplikáciou je identifikácia polohy dvojitej väzby 

 

Obrázok 5-5 Chemická ionizácia (prevzaté a upravené z Gross J.H., 2017). 
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5.1.3 Chemická ionizácia za atmosférického tlaku (APCI) 

 

Princíp chemickej ionizácie za atmosférického tlaku (APCI) je ako u chemickej 

ionizácii, ale APCI prebieha za atmosférického tlaku.  

Ioniz§cia prebieha z roztoku vzorky a rozp¼ġŠadla v pr¼de dus²ka za zvĨġenej teploty. 

Na kor·nov¼ ihlu je vloģen® vysoké napätie (3-4 kV), výbojom vzniká plazma a v nej 

ióny dusíka, mobilnej fázy a analytu.  

Ióny plynu následne reagujú s molekulami mobilnej fázy a vzniknuté ióny predajú 

náboj analytu. 

¶ aj pre teplotne nestále analyty do 1500 Da, polárne aj nepolárne látky 

¶ schopn§ vytv§raŠ kladné aj záporne nabité ióny 

¶ nie je vhodná pre biomolekuly 

¶ druh§ najļastejġie pouģ²van§ technika pre kvapalinov¼ chromatografiu (LC), 

moģno ju pouģiŠ aj pre kvapalinovú chromatografiu na normálnych fázach 

 

Obrázok 5-6 Chemická ionizácia za atmosférického tlaku  

(prevzaté a upravené z https://www.shimadzu.co.kr/service-support/technical-

support/analysis-basics/fundamental/interfaces_for_lcms.html). 
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5.1.4 Ionizácia elektrosprejom (ESI) 

 

 

 

Ióny sú vytvárané priamo z kvapalnej vzorky, preto ide o najrozġ²renejġiu ionizaļn¼ 

techniku pre kvapalinovú chromatografiu a kapilárnu elektroforézu  

 

Ionizácia elektrosprejom prebieha v troch základných krokoch: 

1. Splynenie roztoku vzorky na mal® elektricky nabit® kvap¹ļky.  

2. UvoŎnenie i·nov z kvap¹ļok (dochádza ku Coulombickým explóziam ï 

rozpad na menġie kvap¹ļky, medzi ktorĨmi je distribuovanĨ p¹vodnĨ n§boj). 

3. Transport iónov z atmosférickej oblasti zdroja do vákua a hmotnostného 

analyzátora (pri vstupe do vákua dochádza k ochladeniu a tvorbe klastrov). 

Protipr¼d dus²ka sa pouģ²va ako suġiaci plyn, teplota i·nov®ho zdroja je 

vªļġinou 250°C. 

 

 

Obrázok 5-7 Ionizácia elektrosprejom (prevzaté a upravené z 

https://nanotechnologysolutions.files.wordpress.com/2013/07/esi.jpg).  
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¶ vhodná pre teplotne nestále, polárne (majú kyslík alebo dusík v molekule) a 

vysokomolekulárne látky (biomolekuly, polyméry)  

¶ ide o mäkkú ionizaļn¼ techniku, priļom ioniz§cia prebieha za atmosf®rick®ho 

tlaku 

¶ m¹ģu sa vytv§raŠ kladn® aj z§porne nabit® i·ny, priļom pri ESI sa m¹ģu vytv§raŠ 

aj viacnásobne nabit® i·ny (to sa vyuģ²va pri analĨze biomolek¼l, v proteomickej 

analýze), adukty s Na+ a K+ a dimérov  

¶ generovan® i·ny podliehaj¼ obzvl§ġŠ priaznivo disoci§cii indukovanej kol²ziou 

(CID), a preto sa ESI zdroj najļastejġie pouģ²va pri tandemovej hmotnostnej 

spektrometrii  (MS/MS) 

¶ podmienkou efektívneho procesu ionizácie analytu je aby analyt bol polárny a mal 

acidobázický charakter 

¶ v prípade proteínov dochádza v ESI k viacnásobnej protonizácii (katióny) alebo 

deprotonizácii (anióny). Získané spektrum predstavuje distribúciu molekulového 

iónu s r¹znym poļtom n§bojov. Z rozdielov m/z rôznych nábojových stavov 

prote²nu moģno urļiŠ jeho molekulov¼ hmotnosŠ. 

 

V praxi sa stretávame s mnoģstvom faktorov, ktor® ovplyvŔuj¼ ionizáciu 

elektrosprejom: 

Ç typ analytu (ionizovateŎnosŠ, stabilita), 

Ç sprejovacia ihla (rozmery, poloha, materiál), 

Ç napätie medzi ihlou a kapilárou (4-5 kV), 

Ç zloģenie roztoku  

Á  rozp¼ġŠadl§ ï vªļġinou sa pouģ²vaj¼ zmesi vody a organick®ho rozp¼ġŠadla 

(metanol, izopropanol alebo acetonitril) vo vhodnej koncentrácii 

Á  aditíva, soli - kyselina mravļia alebo octov§ (podpora protoniz§cie molek¼l 

analytu v pozit²vnom ionizaļnom móde), roztok amoniaku alebo polárneho 

amínu (deprotonizácia v negat²vnom ionizaļnom reģime), 

Ç prietoky  vzorky, pomocnej kvapaliny, suġiaceho plynu, 

Ç teplota na vstupe kapiláry, 

Ç sekundárne deje, napr. iónová supresia ï ide o potlaļenie sign§lu analytu 

spôsoben® konkurenciou n§bojov jednotlivĨch molek¼l, ļo sp¹sobuje probl®m 

pri analĨze komplexnĨch zmes² (vªļġinou treba pouģiŠ separaļn® met·dy), 

problémy v kvantitatívnej analýze (v rámci limitovan®ho koncentraļn®ho 

rozpªtia, pouģitie starostlivo vybran®ho vn¼torn®ho ġtandardu chemicky 

príbuzného danému analytu, najlepġie izotopicky znaļenĨ vn¼tornĨ ġtandard). 
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5.1.5 Fotoionizácia za atmosférického tlaku (APPI) 

 

V rámci ionizácie typu elektrosprej rozon§vame eġte nanoelektrosprej, ktorý je 

charakterizovaný prietokmi v jednotk§ch aģ stovk§ch nL/min.  

¶ oproti klasick®mu ESI nepouģ²va sprejovac² plyn, pouģ²va niģġie teploty 

suġiaceho plynu, m§ extr®mne n²zku spotrebu vzorky (ġt¼die procesov in vivo), 

vysok¼ koncentraļn¼ citlivosŠ  

¶ vyġġia tolerancia voļi obsahu sol² v roztoku zniģuje n§roky na ¼pravu vzorky 

¶ prenos iónov do MS je v prípade nanoESI ¼ļinnejġ²  

¶ je experiment§lne n§roļnejġ² a menej robustnĨ (rĨchle upch§vanie, horġia 

reprodukovateŎnosŠ) 

¶ moģn® pouģiŠ off-line alebo on-line 

 

Fotoionizácia za atmosférického tlaku (APPI) má rovnaké usporiadanie ako u APCI, 

len namiesto ihly s napªt²m sa pre ioniz§ciu pouģ²va zdroj UV ģiarenia.  

¶  vhodná pre analyty do 2000 Da, látky nepol§rne aģ stredne polárne 

¶ mäkká ionizaļn§ technika  

¶ vhodná je aj pre kvapalinovú chromatografiu na normálnych fázach (NP-LC) 

 

Obrázok 5-8 Fotoionizácia za atmosférického tlaku (APPI)  

(prevzaté a upravené z https://www.shimadzu.co.kr/service-support/technical-

support/analysis-basics/fundamental/interfaces_for_lcms.html). 

. 
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5.1.6 Ioniz§cia laserom za ¼ļasti matrice (MALDI) 

 

 

Ionizácia vzorky prebieha v prítomnosti tuhej matrice (substituovaná aromatická 

zl¼ļenina, napr. kyselina ġkoricov§, kyselina dihydroxybenzoov§) na spotovacej doġtiļke 

pomocou lasera.  

Matrica absorbuje energiu z lasera, ktor¼ premieŔa na teplo.  

Koncentrovan® teplo produkuje lokalizovan¼ Ăexpl·ziuñ vzorky/matrice. 

¶ mäkká ionizaļn§ technika vhodná pre vysokomolekulárne, teplotne nestále 

zl¼ļeniny, aj nepol§rne l§tky (polym®ry).  

¶ ionizaļn§ technika vhodn§ aj pre analýzu biomolekúl (proteíny, peptidy, 

oligonukleotidy) 

¶ MALDI sa pouģ²va aj pri zobrazovan² (imaging), ako aj na vyhodnocovanie TLC  

  

Obrázok 5-9 Ioniz§cia laserom za ¼ļasti matrice (MALDI). 

 

Analyt

matrica

TOF

Pre separáciu biomolekúl sa najļastejġie pouģ²va MALDI alebo ESI.  

V ESI je: 

o kompatibiln§ so separaļnĨmi met·dami 

o rutinne pouģ²van§ 

o vhodná pre tandemovú hmotnostnú spektrometriu 

o vysoká citlivosŠ a Ŏahk§ automatiz§cia 

 

V MALDI : 

o poskytuje jednoduché spektrá,  

o detekļn® limity (amol),  

o rýchla príprava vzorky a analýza 

o moģnosŠ archiv§cie vzoriek 

o Separ§cia je moģná len off-line 
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5.1.7 Ambientn® ionizaļn® techniky 

 

Ionizaļn® techniky zaloģen® na priamej ioniz§cii  

Patria sem ionizaļn® techniky, pri ktorých prebieha ionizácia za laboratórnych 

podmienok.  

Ide o priamu rĨchlu analĨzu v re§lnom ļase.  

Techniky s¼ nedeġtrukt²vne, prebiehaj¼ takmer bez ¼pravy vzorky a s¼ pouģiteŎn® pre 

ġirokĨ rozsah l§tok (rôzna polarita, MW).  

Nevýhodou sú pomern® zloģit® hmotnostn® spektr§ ako aj nemoģnosŠ ioniz§cie 

niektorých analytov.  

Ambientn® ionizaļn® techniky sa delia na techniky zaloģen® na: 

V priamej ionizácii, 

V priamej desorpcii a ionizácii, 

V dvojstupŔovom procese ioniz§cie. 

Látka sa nachádza v roztoku alebo neutr§lnych kvapk§ch, ide o elektrickĨm poŎom 

indukovaný proces ionizácie (ESI).  

Patria sem napr.:  

ü Direct electrospray probe (DEP) 

ü Field induced droplet ionization (FIDI) 

ü Probe electrospray ionization (PESI) 

ü Paper spray ionization (PSI) ĂpapierovĨ sprejñ. K tvorbe iónov dochádza po 

aplikácii vysokého napätia (3-5 kV) na papierovĨ trojuholn²k zvl§ļnenĨ malĨm 

mnoģstvom rozp¼ġŠadla (voda:metanol, 1:1). rĨchla a jednoduchá analýza 

komplexnĨch vzoriek (krv, moļ)  

ü Leaf Spray (LS) Listový sprej predstavuje moģnosŠ ioniz§cie a analĨzy ģiv®ho 

rastlinného materiálu.  

 

Obrázok 5-10 Leaf Spray (vŎavo) Paper spray ionisation (vpravo)  

(prevzaté a upravené z Liu, J. a kol., 2010). 
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Ionizaļn® techniky zaloģen® na priamej desorpcii a ioniz§cii 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nabit® alebo metastabiln® ļastice interagujú s povrchom vzorky a následne je analyt 

desorbovaný z povrchu a ionizovaný.  

Patria sem napr.: 

V Desorption electrospray (DESI): analĨza drog v moļi, krvi, chir§lna aplik§cia, 

analýza bankoviek, letiská, analýza tabliet, imaging  

o zahŘŔa kapil§ru, cez ktor¼ pr¼di rozp¼ġŠadlo (vªļġinou voda:metanol, 

1:1), priļom je na jej konci rozpraġovan®  

o t§to kapil§ra je vsunut§ do druhej kapil§ry cez ktorĨ pr¼di rozpraġovac² 

plyn  

o na hrot rozpraġovaļa sa priv§dza napªtie pod uhlom 50Á a vo 

vzdialenosti 5mm od vzorky 

o  vĨhodou je vysok§ citlivosŠ, moģnosŠ pouģitia aj na prote²ny 

V Desorption nanoelectrospray (nano-DESI) 

V Desorption atmospheric pressure chemical ionization (DAPCI) 

V Low temperature plasma probe (LTP) ï priamo z prsta 

V Laser spray ionization (LSI) 

 

 

Obrázok 5-11 Desorption electrospray (DESI)  

(prevzaté a upravené z Ifa D.R. a kol, 2010). 
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Ionizaļn® techniky zaloģen® na dvojstupŔovom procese ionizácie 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pr²prava nabitĨch alebo metastabilnĨch ļast²c a s¼ļasne nez§visl® uvoŎŔovanie analytu 

zo vzorky (laserom, tepelne, atŅ).  

Patria sem napr.: 

V Extractive electrospray ionization (EESI) 

V Laser ablation electrospray ionization (LAESI) 

V Desorption atmospheric pressure photoionization (DAPPI) 

V Direct analysis in real time (DART): forenzná analýza, farmaceutická analýza 

(priama analĨza lieļiv priamo z biologického tkaniva), analýza potravín 

V Atmospheric pressure solids analysis probe (ASAP) 

 

 

Obrázok 5-12 Direct Analysis in Real Time (DART)  

(prevzaté a upravené z Cody R.B. a kol., 2005) 
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5.2 Analyzátor iónov 

 

 

 

 

 

 

 

Hmotnostné analyz§tory umoģŔuj¼ separovaŠ zväzok iónov vystupujúci z iónového 

zdroja podŎa zodpovedaj¼cich pomerov m/z na základe rôznych fyzikálnych princípov, ako 

sú: 

1. zakrivenie dráhy letu iónov v magnetickom alebo elektrickom poli  

(sektorové analyzátory) 

2. rôzna stabilita oscilácií iónov v dvoj- alebo trojrozmernej kombinácii 

jednosmern®ho a vysokofrekvenļn®ho striedav®ho napªtia  

(kvadrupól a iónová pasca) 

3. rôzna doba rýchlosti letu iónov  

(analyzátor doby letu) 

4. rôzna frekvencia harmonických oscilácií  

(Orbitrap) 

5. rôzna absorpcia energie pri cykloidálnom pohybe iónov v kombinovanom 

magnetickom a elektrickom poli  

(iónová cyklotrónová rezonancia) 

V  

ńalej rozdeŎujeme hmotnostn® analyz§tory na: 

¶ skenujúce analyzátory kam zaraŅujeme sektorov® analyz§tory a kvadruóly 

(kontinuálne v ļase separuj¼ a posielajú k detektoru ióny s urļitou hodnotou 

m/z) 

¶ prieletové analyzátory, medzi ktoré patrí hmotnostný analyzátor typu letová 

trubica (prep¼ġŠaj¼ vġetky i·ny s¼ļasne do priestoru analyz§tora, kde doch§dza 

k separácii na z§klade rozdielneho ļasu letu) 

¶ pascové analyz§tory vvyuģ²vaj¼ met·du zadrģiavania i·nov, po tom ako boli 

vytvorené v analyzátore (iónová pasca, FT-ICR, orbitrap) 
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Rozl²ġenie a rozliġovacia schopnosŠ 

 

 

 

 

 

Medzi základné charakteristiky MS analyzátorov patria: 

a) rozliġovacia schopnosŠ (schopnosŠ rozl²ġiŠ bl²zke hodnoty m/z) 

b) hmotnostný rozsah (najniģġia a najvyġġia hodnota pomeru m/z, ktorú daným 

analyz§torom moģno meraŠ) 

c) presnosŠ urļenia hmoty (relat²vna chyba s akou moģno meraŠ pomer m/z) 

d) dynamický rozsah (poļet koncentraļnĨch r§dov, v ktorých je odozva lineárne 

závislá od koncentrácie) 

e) rĨchlosŠ skenovania (rĨchlosŠ z§znamu jednotlivĨch bodov spektier) 

 

 

PodŎa IUPAC m¹ģeme rozliġovaciu schopnosŠ vyjadriŠ ako: 

   R = M/æM  

kde æM (rozl²ġenie) m¹ģeme vyjadriŠ ako 

a. ġ²rka p²ku v x% vĨġke, 

b. rozdiel vzdialenosti dvoch p²kov pokiaŎ je ¼dolie medzi nimi v y% vĨġky 

(obvykle 10% a 50%). 

 

Obrázok 5-13 Rozl²ġenie (prevzat® z www.waters.com). 
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PresnosŠ merania hmoty 

 

ü MS analyzátory s n²zkym rozl²ġen²m merajú pomer m/z s jednotkovĨm rozl²ġen²m  

ü vysokorozliġovacie analyz§tory vedia urļiŠ m/z na niekoŎko desatinnĨch miest  

Ļ²m m§ analyz§tor lepġie rozl²ġenie tĨm viac l§tok vid²me, ļo pom§ha pri identifik§cii. 

Na druhej strane sa st§va hmotnostn® spektrum pr²liġ komplexn®. Rozdielne hmotnostné 

spektr§ pri pouģit² n²zko a vysokorozliġovac²m MS analyz§torov s¼ uk§zan® na Obrázok 

5-14. 

  

Obrázok 5-14 Hmotnostn® spektr§ pri pouģit² MS analyz§toru s n²zkym a vysokĨm 

rozl²ġen²m (prevzaté z http://holcapek.upce.cz). 

 

ü presnosŠ merania hmoty m¹ģeme vyjadriŠ ako rozdiel medzi meranou a teoretickou 

presnou hmotou (jednotky ppm): 

æM = Mexp ï M teor  

ppm = æM/M*106 

ü presnosŠ merania hmoty z§vis² na rozliġovacej schopnosti MS spektrometra a kvalite 

kalibrácie  

ü presn¼ hmotnosŠ (m/z na 4-5 desatinných miest) poskytujú hmotnostné analyzátory 

s vysokĨm rozl²ġen²m (1-3 ppm), ktor® sa pouģ²vaj¼ na odvodenie ġtrukt¼ry na 

základe hmotnosti izotopov  

ü ļ²m menġia je chyba pri meran² hmoty tým menej výsledkov elementárnej analýzy 

nám hmotnostný spektrometer poskytne pri urļovan² ġtrukt¼ry nezn§mych l§tok 
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5.2.1 Magnetický sektorový analyzátor 

 

Rozdelenie MS analyzátorov na základe ich základných charakteristík je uvedené v 

TabuŎka 2 a jednotlivé MS analyz§tory s¼ bliģġie pop²san® v nasledujúcich podkapitolách. 

TabuŎka 2. Rozdelenie MS analyzátorov 

 Rozliġovacia schopnosŠ (FWHM) PresnosŠ merania hmoty (ppm) 

Nízka <10 000 >5 

Vysoká 10 000 ï 100 000 <5 

Ultravysoká >100 000 <1 

Hmotnostný 

analyzátor 

Rozliġovacia 

schopnosŠ 

(x 103) 

PresnosŠ 

merania 

hmoty 

(ppm) 

m/z 

rozsah 

(x 103) 

RĨchlosŠ 

skenovania 

(Hz) 

Lineárny 

dynamický 

rozsah 

Cena 

Q 3-5 nízka 2-3 2-10 105-106 nízka 

IT 4-20 nízka 4-6 2-10 104-105 stredná 

TOF 10-60 1-5 10-20 10-50 104-105 stredná 

Orbitrap 100-240 1-3 4 1-5 5 x 103 vyġġia 

ICR 750-2500 0.3-1 4-10 0.5-2 104 vysoká 

 

V magnetickom sektorovom analyzátore prebieha separácia iónov pomocou 

elektromagnetu, medzi ktorĨm prech§dza fokusovanĨ pr¼d i·nov elektrick®ho poŎa a ióny 

s rozdielnym m/z majú dráhy s rôznym polomerom (ióny s menġ²m pomerom m/z mávajú 

vªļġie zakrivenie, pretoģe na ļastice p¹sob² menġia odstrediv§ sila). 

 

Obrázok 5-15 Magnetický sektorový analyzátor  

(prevzaté a upravené z Honour J., 2003). 
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5.2.2 Kvadrupól (Q) 

 

 

 

 

 

V kvadrup·lovĨch analyz§toroch s¼ ġtyri tyļe spojen® do dvoch p§rov, priļom sa k 

p§rom tyļ² priv§dza jednosmern® napätie (DC) a s¼ļasne aj na vġetky striedavé 

vysokofrekvenļn® napätie (RF).  

ü ióny sú urýchlené (5-15 V) do priestoru medzi tyļami, kde osciluj¼  

ü pre danú kombináciu DC a RF len jeden pomer m/z m¹ģe oscilovaŠ v stabilnej 

trajekt·rii a prejsŠ aģ k detektoru  

ü amplit¼da kmitov odklonu ostatnĨch i·nov sa zvyġuje poļas ich pohybu pozdŌģ 

analyz§tora, aģ nakoniec narazia na jednu z tyļ² kvadrup·la a neutralizujú sa 

ü hodnoty veliļ²n kvadrup·lu sa postupne menia a detektor zachytáva ióny 

s rôznymi pomermi m/z  

ü tieto analyz§tory maj¼ vysok¼ reprodukovateŎnosŠ ale z§roveŔ niģġiu citlivosŠ (t§ 

kles§ so zvyġujcim sa pomerom m/z) 

 

Obrázok 5-16 Kvadrupólový analyzátor  

(prevzaté a upravené z 

http://life.nthu.edu.tw/~labcjw/BioPhyChem/Mass/quadrupo.htm ). 
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5.2.3 Iónová pasca (IT) 

 

 

 

 

 

 

Iónovú pascu tvoria vstupná a výstupná elektróda kruhového prierezu, ktoré sú 

uzemnen® a prstencov§ stredov§ elektr·da, na ktor¼ sa vklad§ vysokofrekvenļn® napªtie.  

ü úļinkom elektrick®ho poŎa s¼ i·ny uzavret® do ohraniļeného priestoru a tam 

cirkulujú  

ü s rastúcou amplitúdou striedavého napätia sa ióny s rastúcim m/z dostávajú do 

nestabilnej trajektórie a sú vypudené smerom k detektoru  

ü MS spektrá sú menej reprodukovateŎn® kv¹li reakci§m medzi i·nmi 

ü i·nov® pasce maj¼ vĨhodu moģnosti merania MSn analĨz, ļo je vĨhodn® pri 

ġtrukt¼rnej analĨze  

ü IT sú pomerne lacné analyzátory s vysokou rĨchlosŠou skenovania, ale maj¼ mal® 

rozl²ġenie a malý hmotnostný rozsah  

 

 

Obrázok 5-17 Iónová pasca  

(prevzaté a upravené z http://www.chm.bris.ac.uk/ms/images/iontrap-schematic.gif). 
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5.2.4. Analyzátor doby letu (TOF) 

 

 

 

 

 

 

 

Analyzátor doby letu je tvorený prázdnou trubicou, v ktorej doch§dza k ļasov®mu 

rozdeleniu i·nov podŎa m/z na základe rozdielnej doby letu od iónového zdroja k detektoru.  

ü Šaģġie i·ny maj¼ niģġiu rĨchlosŠ a teda dlhġ² ļas letu 

ü ióny sú z i·nov®ho zdroja urĨchŎovan® stálym potenciálom 1-20 kV a preletia 

fixn¼ vzdialenosŠ 0,5-2 m predtým ako dosiahnu detektor  

ü vġetky i·ny s rovnakým nábojom dostanú rovnakú kinetickú energiu a l²ġiŠ sa bud¼ 

svojou rĨchlosŠou v závislosti od ich hmotnosti  

ü výhody: pomer m/z nie je ovplyvnenĨ fyzik§lnym princ²pom, cel® spektrum moģno 

z²skaŠ za niekoŎko milisek¼nd, maj¼ lepġie rozl²ġenie ako analyz§tory s 

vysokofrekvenļnĨm striedavĨm napªt²m, je to relat²vne jednoduch® zariadenie a 

m¹ģe sa pouģ²vaŠ na tandemov¼ MS v priestore 

ü niektoré TOF analyz§tory vyuģ²vaj¼ tzv. reflektor , ktorého úlohou je kompenzácia 

rôznych kinetických energii iónov s rovnakou hodnotou m/z 

ü pri pouģit² reflektora doch§dza k predŌģeniu letu ļast²c a s¼ļasne doch§dza k 

zlepġeniu rozliġovacej schopnosti analyz§tora, ale aj k zn²ģeniu citlivosti, z d¹vodu 

vyġġ²ch str§t pri dlhġom pobyte i·nov v letovej trubici  

 

 

Obrázok 5-18 Analyzátor doby letu  

(prevzaté a upravené z http://life.nthu.edu.tw/~labcjw/BioPhyChem/Mass/tof.htm). 
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5.2.5 Orbitrap 

V orbitrape je zväzok iónov v C-pasci zabrzdený kolíziou s molekulami dusíku, 

stlaļenĨ a vystrelenĨ do Orbitrapu.  

Na jeho centr§lnej elektr·de sa postupne zvyġuje napªtie a i·ny sa zaļ²naj¼ ġpir§lovito 

pohybovaŠ ļ²m generuj¼ pr¼dovĨ sign§l, ktorĨ je pomocou Fourierovej transformácie 

prevedený na MS spektrum. 

ü  najmladġ² MS analyz§tor vyvinutĨ Alexandrom Makarovom v roku 2005 

ü Orbitrap neumoģŔuje fragment§ciu, preto na MS/MS analĨzy je nutnosŠ 

pouģitia hybridnĨch analyz§torov  

ü výhody: vysok® rozl²ġenie aģ do 100 000, presnosŠ urļenia hmoty pod 2 ppm, 

hmotnostnĨ rozsah na ¼rovni 4000, lacnejġie ako FT-ICR, daj¼ sa sp§jaŠ so 

separaļnĨmi technikami, ¼drģba je pomerne jednoduch§ 

 

Obrázok 5-19 Orbitrap (prevzaté a upravené z https://planetorbitrap.com). 

 

Orbitrap

C-pasca

Zväzok 

iónov

napätie

signál

n§sobiļ

C-pascaKolízna cela

Orbitrap

elektróda

oktapól

Iónový zdroj



 61 

5.2.6. Iónová cyklotrónová rezonancia (ICR) 

 

 

 

 

 

 

 

Narozdiel od iónových pascí m§ ICR navyġe magnetickĨ a elektrostatickĨ sektor 

a nevyuģ²va z§kladnĨ plyn.  

I·ny s¼ zachyt§van® silnĨm magnetickĨm poŎom, ktor® sp¹sob² cirkul§rny pohyb i·nov 

a ióny s rovnakou hodnotou m/z indukujú sínusovo-vlnovitý prúd.  

Sínusová vlnová frekvencia je daná iba hodnotou m/z a intenzitou magnetick®ho poŎa 

a amplit¼da poļtom n§bojov v iónovom zväzku. 

ü pracuje pod veŎmi vysokĨm v§kuom (10-9 Torr) a pri teplote blízkej absolútnej 

nule a vyuģ²va supravodivĨ magnet (4,7-13 T), preto má zvĨġen® n§roky na 

priestor a cenu, ļo obmedzuje jeho vyuģitie len pre ġpiļkov® vedeck® 

pracoviská 

ü nie je vhodný pre sp§janie so separaļnĨmi technikami nakoŎko m§ nízku 

skenovaciu rĨchlosŠ  

ü ICR m§ najvyġġie rozl²ġenie zo vġetkĨch analyz§torov (viac ako 100 000), veŎmi 

presn® rozl²ġenie a vysok¼ presnosŠ merania hmoty (sub-ppm ¼roveŔ)  

 

Obrázok 5-20 Iónová cyklotrónová rezonancia (ICR)  

(prevzaté a upravené z Mellon F.A., 2003). 
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5.3 Tandemová hmotnostná spektrometria (MS/MS) 
 

 

 

 

Tandemov§ MS/MS vyuģ²va viacn§sobn¼ selekciu a separ§ciu hmoty za ¼ļelom 

z²skania ġtrukt¼rnych inform§cii.  

Tandemová MS/MS je výhodná pri analýze zmesí analytov, keŅģe vŅaka zlepġeniu 

pomeru signál-ġum (Signal-to-Noise, S/N) poskytuje vyġġiu selektivitu a vŅaka niģġiemu 

ġumu poskytuje vyġġiu citlivosŠ, ļo je vĨhodn® pri analĨzach veŎmi n²zkych mnoģstiev (pg) 

látok v komplexných matriciach, priļom mnoģstvo vzorky sa pohybuje r§dovo v mL.  

ü prvĨ analyz§tor sa vyuģ²va na izol§ciu prekurzorového iónu, ktorý je následne 

fragmentovaný v kolíznej cele na produktové ióny a tie sú následne analyzované 

druhým analyzátorom  

ü fragmentácia CID je zaloģen§ na zr§ģkach prekurzorovĨch i·nov s at·mami alebo 

molekulami kolízneho plynu (Ar, He, Neé) v kol²znej cele  

o úļinnosŠ fragment§cie z§leģ² aj na poļte n§bojov v molekule, ļ²m m§ i·n 

vyġġ² n§boj tĨch Ŏahġie podlieha fragmentácii 

ü v prípade proteínov sa vyuģ²va aj fragment§cia pomocou ECD, ktor§ umoģŔuje 

zachovanie labilných molekulových modifikácii ako sú glykozylácie, fosforylácie, 

PTMs 

 

Tandemovú MS/MS m¹ģeme rozdeliŠ na  

a. Tandemovú MS/MS v priestore  

ï k fragmentácii iónov dochádza na inom mieste (QqQ, vġetky hybridn® 

analyzátory) 

b. Tandemová MS/MS v ļase  

ï  k fragmentácii iónov dochádza na rovnakom mieste (IT, ICR) 

o IT  a ICR predstavuj¼ viacn§sobn¼ MS v ļase, vyuģ²vaj¼ sa v 

ġtrukt¼rnej analĨze (moģnosŠpouģitia aģ MS5)  

o vĨhody IT s¼ vysok§ citlivosŠ, n²zka cena, prepojenie so seperaļnĨmi 

metódami 

o kvalitat²vna analĨza komplexnĨch vzoriek (z§roveŔ sa ale m¹ģe zvĨġiŠ 

aj ġum analĨz) 
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 V MS/MS sa m¹ģu sp§jaŠ analyzátory :   

a. rovnakého typu (IT, TOF/TOF) 

Trojitý kvadrupól  (QqQ) 

o prvý a tretí kvadrup·l sl¼ģia ako analyzátory, druhý (hexapól alebo 

oktapól) je kolíznou celou  

o vyznaļuje sa vysokou citlivosŠou, je vhodný na ultrastopové analýzy 

o dvojitá filtrácia hmoty zvyġuje ġpecificitu analĨzy, takģe je vhodnĨ pre 

komplexné vzorky  

o je pomerne lacný s jednoduchou obsluhou 

b. Hybridné  (Q-TOF, IT-TOF,...) 

Å prvý analyzátor je obvykle analyzátor s niģġ²m rozl²ġen²m a n§sledne je 

pripojenĨ analyz§tor s vysokĨm rozl²ġen²m 

Q-TOF  

o hybridný analyzátor, ktorý sa sklad§ z dvoch kvadrup·lov (druhĨ sl¼ģi ako 

kolízna cela) a TOF analyzátora  

o je charakterizovaný vysokým stupŔom rozl²ġenia a vysokou presnosŠou  

o pri pouģit² MALDI ako ionizaļn®ho zdroja a vyuģ²va aj v proteomike a 

metabolomike 

 

 

Obrázok 5-21 Tandemový hmotnostný analyzátor trojitý kvadrupól (A), hybridný 

tandemový hmotnostný analyzátor Q-TOF (B) (prevzaté a upravené z Allen DR, 2019). 
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Tandemov§ MS/MS m¹ģe pracovaŠ vo viacerĨch reģimoch: 

1. Celkový sken (SCAN)  

¶ analyz§tor selektuje i·ny len v urļenom rozsahu m/z  

¶ v danom rozsahu m/z sa vġetky i·ny dostan¼ k detektoru 

2. Sken produktových iónov (Product Ion Scan)  

¶ prvĨ analĨz§tor je nastavenĨ na urļitu hodnotu m/z a vyberie prekurzorový 

i·n, druhĨ analyz§tor skenuje vġetky produktov® i·ny vzniknut® 

fragmentáciou prekurzorového iónu 

3. Sken prekurzorových iónov (Precursor Ion Scan)  

¶ prvĨ analyz§tor skenuje vġetky prekurzorov® i·ny, priļom druhĨ analyz§tor 

je nastavený na m/z urļit®ho produktov®ho i·nu, ktorĨ vznikol jeho 

fragmentáciou 

4. Sken neutrálnych strát (Neutral Loss Scan)  

¶ oba analyzátory pracuj¼ v skenovacom reģime, priļom umoģŔuj¼ 

identifikovaŠ dvojice prrekurzorovĨ ï produktovĨ i·n ak sa od seba l²ġia 

urļitou stratou hmotnosti zodpovedaj¼cou neutr§lnej molekule, ktor§ 

vznikla fragmentáciou 

5. Selektívny záznam jedného alebo viacerých ionov  

(Selected Ion Monitoring SIM)  

¶ prvý analyzátor selektuje ióny s vybranými m/z, ktoré prechádzajú k 

detektoru bez fragmentácie v kolíznej cele 

6. Selektívny záznam jednej alebo viacerých reakcii  

(Selected Reaction Monitoring resp Multiple Reaction Monitoring)  

¶ selekcia prekurzorového iónu v prvom analyzátore, jeho fragmentácia a 

následne selekcia produktového iónu v druhom analyzátore 

¶ zlepġenĨ pomer sign§l : ġum zlepġuje citlivosŠ stanovenia, vyuģitie najmª v 

kvantitatívnej analýze 

 

Obrázok 5-22 Hmotnostné spectrum z tandemovej MS/MS. 
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5.4 Detektor iónov 
 

 

5.5. Vákuový systém 

 

5.6. Mobilné MS a miniaturizácia 
 

Detektor je zariadenie, ktoré deteguje ióny separované hmotnostným analyzátorom 

a premieŔa energiu prich§dzaj¼cich ļast²c na elektrickĨ sign§l.  

Ako detektory sa najļastejġie pouģ²vaj¼: 

1. elektr·novĨ n§sobiļ:  

· konverzn§ dyn·da umoģŔuje konvertovaŠ i·ny na sekund§rne elektr·ny a 

tie emituj¼ Ņalġie elektr·ny, priļom sa meria vzniknutĨ pr¼d  

· je citlivĨ na preŠaģenie 

2. foton§sobiļ  

· konverzn§ dyn·da umoģŔuje konvertovaŠ i·ny na sekundárne elektróny a 

tieto elektróny pri interakcii s fosforom emitujú fotóny 

· fot·novĨ sign§l je zn§sobenĨ vo foton§sobiļi (zatavenĨ v skle a 

rezistentnĨ voļi poġkodeniu) 

 

V§kuov® syst®my sa pouģ²vaj¼ vo vġetkĨch hmotnostnĨch spektrometroch.  

¶ vġetky MS spektrometre vyuģ²vaj¼ v§kuum v analyzátore, aby bola zachovaná 

dlhá dráha letu nabitých ļast²c a umoģnen§ ich detekcia 

¶ v prípade ionizácii pomocou elektrónov (EI), chemickej ionizácii (CI) a 

MALDI sa vákuum nachádza aj v iónovom zdroji spektrometra 

¶ v hmotnostnej spektrometrii sa vyuģ²va dvojstupŔovĨ syst®m, priļom v 1. 

stupni sa vyuģ²vaj¼ rotaļn® olejov® vĨvevy, ktor® zabezpeļuj¼ v§kuum pre 

pumpy 2. stupŔa cca 10-2 mBar. Následne v 2. stupni sa dosahuje vákuum cca 

10-5 aģ 10-8 mBar (1 mBar = cca 100Pa) pomocou turbomolekulárnej pumpy  

a difúznej olejovej pumpe 

 

Aj v rámci hmotnostnej spektrometrie je trendom miniaturizácia.  

V výhody: ich mal® rozmery, n²zka hmotnosŠ, mal§ spotreba energie, jednoduché 

ovl§danie, menġia cena  

V monitoring ģivotn®ho prostredia, bezpeļnostné kontroly na letiskách, kontrola 

kvality potravín, v medicíne, kriminalistike a forenznej analýze, výskum vesmíru  

V sú výhodné v neprístupných miestach (sopky, morské hlbiny, chemické zbrane, 

detekcia l§tok poļas priemyselných katastrof) 
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5.7. Aplikácie 
 

 

MS zobrazovanie (MS imaging) 

 

 

 

 

Hmotnostná spektrometria m§ ġirok® uplatnenie v praxi aj vo výskume.  

ü analýza malĨch organickĨch molek¼l, biomolek¼l, lieļiv, syntetick® polym®ry 

atŅ.  

ü kontrola kvality/ļistoty, stanovenie molekulovej hmotnosti a identifikácia, 

sekvenļn§ analĨza a charakteriz§cia modifik§cii, ġt¼dium nekovalentnĨch 

komplexov, analýza zmesí, kvantifikácia  

ü hlavn® vyuģitie nach§dza v oblastiach ako sú genomika, proteomika, 

metabolomika, environment§lna analĨza, forenzn§ analĨza (analĨza lieļiv a 

drog, doping), detekcia vĨbuġn²n, v analýze potravín 

 

Hmotnostn§ spektrometria sa pouģ²va aj na zobrazovanie, tzv. imaging. Medzi hlavné 

aplik§cie patr² proteomika, lipidomika a ġt¼dium metabolizmu lieļiv.  

Na MS zobrazovanie sa pouģ²vaj¼ najmª SIMS, DESI, LDI, MALDI.   

MS zobrazovanie pozostáva zo 4 krokov: 

Ɓ príprava vzorky (tenký rez tkaniva) 

Ɓ vlastná analýza (desorpcia iónov z povrchu a ich hmotnostná separácia) 

Ɓ vygenerovanie hmotnostných spektier (detekcia m/z v kaģdej polohe) 

Ɓ zobrazenie jednotlivých m/z v priestore 

 

Obrázok 5-23 MS zobrazovanie. 
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MS zobrazovanie sa pouģ²va na: 

· zvieracie tkanivá (jednotlivé orgány/ñzobrazenie cel®ho telañ) ï lekársky a 

farmaceutickĨ vĨznam, sleduje sa distrib¼cia lieļiva a jeho metabolitov v 

orgánoch, vplyv zastúpenia prítomných endogénnych látok 

· Ŏudské tkanivá (vzorky tkaniva ï biopsia, nádory) ï profilovanie, kde a k 

akým zmenám doch§dza vplyvom choroby (lieļby) ï porovnávanie vzoriek a 

hŎadanie rozdielov v molekul§rnom zloģen² 

· rastlinné tkanivá (listy, stonky) ï botanika, ģivotn® prostredie 

· hmyz ï objasnenie bioch®mie, ġt¼dium ferom·nov 

· bunky ï ġt¼dium metabolizmu na bunkovej ¼rovni (význam v lekárstve a 

biochémii) 

 

Medzi Ņalġie zauj²mav® aplik§cie patr² elektrickĨ n¹ģ, ktorĨ je zaloģenĨ na REIMS 

(Rapid Evaporation Ionisation MS). Pouģ²va sa na on-line sledovanie priebehu 

onkologických operácii.  

Na základe lipidomick®ho profilu moģno stanoviŠ, ļi je rezan® tkanivo n§dorov® alebo 

zdravé. 

 

Obrázok 5-24 REIMS (prevzaté a upravené z Balog J., 2010). 
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Priestor na vlastn® pozn§mky, pr²padne upresnenia textu odznen® v predn§ġkach: 
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6. Elektromigraļn® separaļn® met·dy 
 

 

Elektrofor®za ako separaļn§ technika bola prvĨkr§t pouģit§ Tiseliom, ktorĨ pomocou 

nej uģ v roku 1937 oddelil zmes bielkov²n, za ļo neskôr dostal aj Nobelovu cenu.  

Elektromigraļn® separaļn® techniky sa postupne dostali aj do rutinn®ho pouģitia 

v oblasti farmácie, biomedicíny, potravin§rstva, ģivotn®ho prostredia a stále dominujú 

v oblasti analýzy biomolekúl (proteínov, DNA) a chirálnych analýzach. 

Elektromigraļn® separaļn® techniky patria medzi st§le sa rozġiruj¼ce analytické 

metódy, najmª vŅaka ich viacerĨm výhodám: 

V nízke prevádzkové náklady 

V vysok§ separaļn§ ¼ļinnosŠ 

V ġirokĨ aplikaļnĨ potenci§l 

V jednoduchosŠ 

V ekologické aspekty (vodné roztoky a systémy) 

Elektrofor®za sa m¹ģe uskutoļŔovaŠ v planárnom ako aj kapilárnom  usporiadaní. 

 

Princíp: 

ü elektromigraļn® met·dy vyuģ²vaj¼ k separ§cii pohyb nabitĨch ļast²c 

v jednosmernom elektrickom poli  

ü keŅ s¼ l§tky nes¼ce n§boj rozpusten® v elektrolyte a umiestnen® do elektrick®ho 

poŎa zaļn¼ sa pohybovaŠ konġtantnou rĨchlosŠou, ktorá zodpoved§ veŎkosti ich 

náboja ako aj samotnej veŎkosti molekuly  

ü anióny putujú ku kladne nabitej anóde a katióny k záporne nabitej katóde  

 

RĨchlosŠ, ktorou migruj¼ je vyjadren§ vzŠahom: 

ὺ  ‘ Ὁ 
 

kde ve je rĨchlosŠ i·nu, me = elektroforetická pohyblivosŠ, E = intenzita elektrick®ho poŎa 

 

Intenzita elektrick®ho poŎa sa d§ vyjadriŠ ako: 

Ὁ  
ὠ

ὒ
 

 

V je aplikované napätie a Ltot celkov§ dŌģka kapil§ry 
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Za pr²tomnosti konġtantn®ho elektrick®ho poŎa p¹sob² na nabit® ļastice elektrostatická 

sila, ktor§ m¹ģe byŠ vyjadren§ ako: 

Ὂ ήὉ 
 

 kde q je náboj iónu, E je intenzita elektrick®ho poŎa 

Na druhej strane s¼ ļastice vystavené odporu síl vnútorného trenia, tzv. frikļnej sile, 

ktorá sa riadi Stokesovým zákonom a m¹ģeme ju vyjadriŠ vzŠahom:   

Ὂ φ“–ὶὺ 
 

priļom h  viskozita roztoku, r priemer iónu a ve rĨchlosŠ i·nu 

 

Pri dosiahnut² konġtantnej rĨchlosti a ustálení rovnov§hy medzi silou elektrick®ho poŎa 

a silou vnútorného trenia sa sily vyrovnajú. 

Elektroforetick§ pohyblivosŠ je pre daný ión a m®dium charakteristick§ konġtanta 

závislá najmä na pomere náboja a veŎkosti i·nu a m¹ģe byŠ vyjadren§ ako: 

‘  
ή

φ“–ὶ
 

  

me je elektroforetick§ pohyblivosŠ, q je náboj iónu, h  je viskozita roztoku a r polomer iónu 

 

Efekt²vna pohyblivosŠ (meff, pohyblivosŠ, ktor¼ pri elektrofor®ze naozaj nameráme) 

bĨva obvykle niģġia neģ teoretick§ elektroforetick§ pohyblivosŠ a je z§visl§ na pH a 

pouģitom elektrolytovom syst®me:  

‘  ‌‘ 

 

aI  - miera ionizácie molekuly 

 

ü ¼speġn§ separ§cia l§tok nastane vtedy, keŅ bud¼ maŠ separovan® l§tky dostatoļne 

odliġn® elektroforetick® pohyblivosti 

ü sila vnútorného trenia sa mení s viskozitou prostredia, preto pri zmene teploty 

dochádza aj k zmene rýchlosti pohybu iónov  

ü mal® ļastice s veŎkĨm n§bojom maj¼ veŎk¼ pohyblivosŠ, veŎk® ļastice s malým 

n§bojom maj¼ pohyblivosŠ mal¼  
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6.1 Planárna (gélová) elektroforéza 
 

 

 

Efekt²vnu pohyblivosŠ teda m¹ģeme ovplyvniŠ pomocou: 

¶ pH základného elektrolytu (analyzovanými látkami sú slabé kyseliny alebo 

z§sady, kde je d¹leģitĨ stupeŔ disoci§cie) 

¶ vytváraním komplexov (pridaním vhodného selektora do BGE) 

o v takomto prostredí sa mení vplyvom komplexotvorných rovnováh 

efektívny náboj a/alebo efekt²vna hmotnosŠ analytov, priļom rozdiel 

týchto pomerov závisí od stability komplexov s daným selektorom 

o ļ²m vªļġ² bude rozdiel konġt§nt stability tĨm bude rozl²ġenie vªļġie 

 

Na separ§ciu Ņalej vplĨvaj¼ viacer® procesy ako s¼: 

o difúzia 

o Joulovo teplo 

o dŌģka nad§vkovanej z·ny 

o interakcia látok a adsorpcia na steny kapiláry 

 

Adsorbcia látok na steny kapil§ry je veŎmi beģná pri analýzach komplexných vzoriek 

ako aj biomolek¼l (prote²ny, peptidy). Na odstr§nenie neģiad¼cej adsorbcie sa m¹ģu 

pouģ²vaŠ: 

V iné materiály na výrobu kapilár, ako napr. teflón  

V pokrývanie vnútorného povrchu (kovalentná modifikácia alebo dynamické 

pokrývanie, napr. metyl-hydroxyetyl celulózou) 

V zvĨġenie iónovej sily BGE ļ²m sa zniģuje povrchovĨ n§boj 

V veŎmi n²zke pH (menej ako 2)  

 

Gélová elektroforéza patr² medzi najļastejġie pouģ²van® elektromigraļn® met·dy 

v praxi a pouģ²va sa najmä na analýzu proteínov a nukleových kyselín.  

¶ nosiļ sa spolu so vzorkou umiestnia medzi dve elektr·dy, medzi ktorými prechádza 

jednosmerný prúd 

¶ delenie prebieha v elektrickom poli podŎa veŎkosti n§boja, molekulovej hmotnosti 

a tvaru molekuly 

¶ g®lov§ elektrofor®za sa uskutoļŔuje: 

o  horizontálne (elektroforéza v polyakrylamidovom alebo agarózovom géli, 

analytická a preparatívna elektrofokusácia, imunoelektroforéza, dvojrozmerné 

techniky, elektroblotting)  

o vertikálne (kontinuálna alebo diskontinuálna elektroforéza 

v polyakrylamidovom géli, elektroforéza v gradientovom géli, agarózovom 

géli) 

Medzi hlavné nevýhody tejto metódy patria dlhĨ ļas analĨzy, n²zka separaļn§ ¼ļinnosŠ 

a problematická detekcia a automatizácia. 
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6.1.1 Polyakrylamidová gélová elektroforéza s docecylsulfátom sodným (SDS-PAGE) 

 

 

 

 

 

 

 

 

SDS-PAGE je najļastejġie pouģ²van§ met·da na purifik§ciu a separáciu proteínov. 

¶ vzorka sa rozpust² v roztoku s niģġou i·novou silou ako m§ elektrolyt (vyġġia 

koncentrácia solí spôsobuje nepravideln® a dif¼zne ġkvrny)  

¶ pridáva sa dodecylsulfát sodný (SDS), ktorĨ sa viaģe na peptidov® vªzby a 

alkalick® boļn® reŠazce prote²nov, ļ²m vġetky molekuly z²skaj¼ rovnakĨ z§pornĨ 

povrchovĨ n§boj, rozruġ² sa trojrozmern§ ġtrukt¼ra (molekuly z²skaj¼ pribliģne 

rovnaký tvar a dochádza k strate biologickej aktivity)  

¶ pridáva sa glycerín, ktorĨ je Šaģġ² ako voda a zabraŔuje vyplaveniu vzoriek z 

nan§ġacieho kan§liku, Ņalej brómfenolová modrá, ktor§ ukazuje ako Ņaleko sa 

vzorka dostala (je Ŏahk§ a putuje ako prv§)  

¶ d¹leģit® je nad§vkovan® mnoģstvo vzorky (nad 100 mg prekraļuje deliaci rozsah 

gélu) 

 

  

Obrázok 6-1 Gélová elektroforéza. 
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6.1.2 Afinitná elektroforéza 

 

Pouģ²va sa aj k identifikácii, separácii a purifikácii fragmentov DNA  získaných 

pomocou PCR (polymer§zov§ reŠazov§ reakcia).  

¶ m¹ģe byŠ detegovanĨ aģ 1 ng DNA  

¶ rozdelen® fragmenty moģno izolovaŠ priamo z g®lu a pouģiŠ pre Ņalġie analĨzy 

¶ voŎbou typu a koncentr§cie g®lu moģno zaistiŠ vhodn® podmienky pre delenie 

fragmentov v rôznych rozmedziach molekulových hmotností  

¶ pre pos¼denie veŎkosti jednotlivĨch fragmentov sa pouģ²vaj¼ markery 

molekulovĨch hmotnost², ļo s¼ komerļne dostupn® zmesi fragmentov DNA 

definovanĨch veŎkost² 

¶ pre delenie malĨch fragmentov DNA moģno pouģiŠ polyakrylamidovĨ g®l alebo 

ġpeci§lne pripraven¼ agar·zu  

¶ elektrofor®zou v polyakrylamidovom g®li za denaturuj¼cich podmienok moģno 

pripraviŠ jednoreŠazcov® molekuly DNA. Pr²prava g®lu mus² byŠ vo vhodnej 

hustote (optimálne rozdelenie oļak§vanĨch fragmentov DNA)  

¶ gél je farbený etídium bromidom (interkalaļn® ļinidlo, ktor® sa viaģe medzi 

vl§kna DNA). Komplex DNA a et²dium bromid ļerveno-oranģovo fluoreskuje po 

oģiaren² UV svetlom (260-360 nm) a z intenzity pruhu moģno odhadn¼Š 

koncentráciu DNA. 

 

Afinitná elektroforéza 

¶ uskutoļŔuje sa v géli, do ktorého bol zapolymerizovaný alebo na ktorý bol 

naviazaný afinitný ligand  (farebný ligand, inhibítor enzýmu, atŅ.) 

¶ keŅ sa v takomto m®diu uskutoļn² elektrofor®za zmesi, v ktorej sa nach§dza 

zl¼ļenina so ġpecificitou voļi ligandu, t§to molekula sa buŅ ¼plne zastav² (ak je 

dostatoļn® mnoģstvo ligandu) alebo bude migrovaŠ pomalġie ako molekuly, ktor® 

afinitu k ligandu nemaj¼ a bud¼ sa pohybovaŠ rĨchlosŠou, ktor§ zodpoved§ ich 

elektroforetickému pohybu a velkosti molekuly  

¶ porovnaním s kontrolným gélom bez imobilizovaného ligandu moģno urļiŠ, ktorĨ 

proteín m§ pre danĨ ligand afinitu a ļi ļistenĨ prepar§t obsahuje väzbovo inaktívne 

prímesi 

¶ naviac zo stupŔa oneskorenia a koncentr§cie imobilizovan®ho ligandu moģno 

stanoviŠ disociaļn¼ konġtantu komplexu biomolekula-ligand  

¶ pre kvalitat²vne ¼ļely moģno pouģiŠ afinitn¼ PAGE a izoelektrickú fokusáciu  

¶ medzi afinitnú elektroforézu m¹ģeme zaradiŠ aj elektroimunodifúziu , kde 

ligandom je protilátka   
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6.1.3 Dvojrozmerná elektroforéza 

 

 

6.1.4 Imunochemick® met·dy zaloģen® na princ²pe elektrofor®zy 

 

 

 

¶ pri separ§cii ļi analĨze komplikovaných vzoriek (proteíny z buniek, tkanív, 

telesných tekutín) ļasto nevystaļ²me pre dokonal¼ separ§ciu s jednou 

elektroforetickou metódou - zlepġenie separ§cie je moģn® pouģiŠ dvojrozmerné 

techniky (2D), priļom sp§jaŠ m¹ģeme prakticky vġetky met·dy v dvoch na seba 

kolmých smeroch  

¶ vĨhodn® pri tom je, keŅ sa kombinuj¼ dve principi§lne odliġn® elektroforetick® 

metódy, napr. izoelektrická fokusácia a SDS-elektroforéza  

¶ 2D-elektrofor®zy sa pouģ²vaj¼ pri detekcii markerov ochorení, monitorovaní 

¼ļinnosti terapie, vĨskume lieļiv, onkologickĨch ochorení 

 

Ide o imunochemick® precipitaļn® met·dy, priļom precipit§cia prebieha v prostredí 

gélu.  

Delia sa na metódy jednoduchej difúzie (kvantitatívne, semikvantitatívne), pri ktorých 

sa pohybuje len jedna zloģka reakcie (antigén (AG), alebo protilátka (PL)), druhá je 

rovnomerne rozptýlená v géli.  

Patria sem: 

a. Elektroimunodifúzia   

¶ jednoduchá radiálna imunodifúzia kombinovaná s elektroforézou, ktorá 

urýchli difúziu antigénu a tým tvorbu precipitátu  

¶ najskôr sa pridá protilátka do agarózy, následne sa roztok antigénu nanesie 

do jamky vo vrstve gélu  

¶ antigén difunduje radiálne okolo jamky a v zóne ekvivalencie vytvára 

precipitaļnĨ prstenec  

¶ citlivosŠ met·dy je 10-50 kr§t vyġġia a je rĨchlejġia ako jednoduchá 

radiálna imunodifúzia 

b. Dvojrozmerná imunoelektroforéza  

¶ kombinácia imunoelektroforézy s elektroimunodifúznou technikou  

¶ zmes antigénov sa najskôr rozdelí elektroforeticky v géli, potom sa bez 

detekcie AG vyreģe pruh g®lu tak aby obsahoval rozdelen® AG a prenesie 

sa na okraj sklenenej dosky s agarózovým gélom so zmesou protilátok 

(polyvalentn® antis®rum), v kolmom smere Ņalġia elektrofor®za  

 



 75 

 

 

 

 

 

Metódy dvojitej difúzie  (kvalitat²vne, semikvantitat²vne), pri ktorĨch sa obe zloģky 

imunochemickej reakcie pohybujú oproti sebe.  

Patria sem: 

a. Imunoelektroforéza 

¶ dvojetapová technika 

¶ v prvej etape sa rozdel² zmes antig®nov v g®li elektroforeticky podŎa n§boja 

na jednotlivé frakcie  

¶ v druhej etape sa nanesie pozdŌģ rozdelenĨch antig®nov polyvalentn® 

antisérum (zmes protilátok), následne prebehne dvojitá imunodifúzia. 

Schématicky znázornený postup je zobrazený na Obrázok 6-2.  

¶ hlavnou vĨhodou tejto met·dy je s¼ļasná detekcia viacerých antigénov 

¶ nevĨhodou je dlhĨ ļas analĨzy (2 dni) 

b. Protismerná imunoelektroforéza 

 

Obrázok 6-2 Imunoelektroforéza 

 

 

Vystrihnutie a vloģenie antiséra

Oddelenie proteínov pomocou elektroforézy

Nanesenie vzorky proteínov 

antisérum

separované 

proteíny

vzorka

Vytvorenie komplexov antigén-protilátka

(pomocou dif¼zie pri zvĨġenej teplote)

komplexy 

antigén-

protilátka
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6.1.5 Imunoblottovacie metódy 

 

 

6.2 Kapilárna elektroforéza 

 

Imunoblottovacie techniky s¼ vyuģ²van® opªŠ najmª pre analĨzu prote²nov, DNA 

a RNA fragmentov.  

¶ najskôr sa skúmaná zmes rozdelí elektroforeticky v géli  

¶ v druhej f§ze sa urob² otlaļok elektrochromatogramu na vhodn¼ matricu 

(nitrocelulózová membrána) a to pomocou jednosmern®ho pr¼du. VoŎn® miesta 

na matrici sa vysýtia inertnou bielkovinou.  

¶ v Ņalġej f§ze nast§va vlastn§ imunodetekcia (matrica sa ponorí do roztoku 

ġpecifickĨch protil§tok, opl§chne a miesta s naviazanĨmi protil§tkami sa preuk§ģu 

napr. pomocou druhej protil§tky znaļenej enzĨmom). Vyfarbenie pr²sluġnĨch z·n 

umoģní enzýmová reakcia.  

Met·dy sa pouģ²vaj¼ pre nukleov® kyseliny a prote²ny uzavret® v géli, ktoré sú 

nedosiahnuteŎn® pre farbiv§. VĨhodami s¼ Ŏahk® prevedenie, vysok§ citlivosŠ a ġpecificita, 

moģnosŠ detegovaŠ jedinĨ antigén aj v zloģitĨch zmesiach.  

Patria sem:  

- Southern blotting, elektroblotting ï detekcia DNA  

- Northern blotting ï detekcia RNA 

- Western blotting (imunoblotting) ï detekcia proteínov 

 

Kapilárna elektroforéza (CE) reprezentuje komplementárne techniky k HPLC, priļom 

poskytujú: 

o jednoduchġ² vĨvoj metódy 

o menġie mnoģstvo organick®ho odpadu (tzv. Ăgreen chemistryñ)  

o kompatibilitu s biologickými vzorkami 

o  prirodzene vysoká selektivita je výhodná pri komplexných vzorkách, kedy sa dá 

eliminovaŠ vĨraznĨ podiel matrice  

CE sa vyvinula pôvodne na analýzu biologickĨch makromolek¼l, takģe si naġla 

uplatnenie najmä v genomike, metabolomike, proteomike, analýze celých buniek, chirálnej 

analýze, farmaceutickej analýze (BioPharma), environmentálnej analýze a analýze 

potravín.  

Pouģ²va sa na overenie ļistoty farmaceutických preparátov, stanovenie relatívnej 

molekulovej hmotnosti proteínov (SDS-elektroforéza), stanovenie izoelektrického bodu. 
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Sch®matick§ inġtrument§cia kapil§rnej elektrofor®zy je zobrazen§ na Obrázok 6-3.  

¶ uskutoļŔuje sa v kapilárach s vnútorným priemerom 25-75 mm 

¶ oba konce kapiláry sú ponorené do elektrolytových nádobiek, ktoré sú naplnené 

rovnako ako aj kapilára elektrolytovým roztokom. Do nich sú ponorené platinové 

elektródy.  

¶ v ġtandardnom m·de (kationickom) je v bl²zkosti katódového konca kapiláry 

umiestnený detektor  

¶ vzdialenosŠ an·dov®ho konca kapil§ry po detektor sa nazĨva efekt²vna dŌģka 

kapiláry  

¶ vzorka sa injektuje na anódovom konci  

 

 

Obrázok 6-3 Schématické zn§zornenie inġtrument§cie pre kapil§rnu elektrofor®zu 

(prevzaté z Agilent Technologies, 2018). 

 

Hlavnými výhodami pouģitia kapil§r je: 

V moģnosŠ aplik§cie vyġġieho napªtia (10-30 kV, intenzita elektrick®ho poŎa - 

100-500 V/cm), ļo umoģŔuje skr§tiŠ ļas analĨzy, poskytuje vyġġiu separaļn¼ 

¼ļinnosŠ (N >105-106) a rozlíġenie ako aj menġiu dif¼ziu z·n  

V aplikácia malĨch mnoģstiev vzorky (1-50 nL)  

V on-line detekcia  

V automatizácia  

V vyġġia selektivita (r¹zne separaļn® m·dy) 

V nízke prevádzkové náklady ako aj flexibilitu 

Na druhej strane medzi hlavné nevýhody CE patria 

U horġia reprodukovateŎnosŠ (vplyvom EOF) 

U nízka dávkovacia kapacita vzorky 

U niģġia citlivosŠ pri UV detekcii (rieġen²m je pouģitie inej detekcie, pred¼prava 

vzorky) 
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6.2.1 Techniky kapilárnej elektroforézy  

 

Pri separácii látok sa okrem elektroforetick®ho princ²pu uplatŔuje aj vplyv 

elektroosmotického toku (EOF).  

¶ EOF je spontánny tok kvapaliny v kapiláre v dôsledku náboja vnútornej steny 

kapiláry (silanolové skupiny v prípade kremenných kapilár a adsorbované ióny v 

prípade teflónových kapilár) 

¶ protiióny zhromaģden® pri povrchu kapil§ry potom vytv§raj¼ dvojvrstvu a vznik§ 

potenci§lovĨ rozdiel, ktorĨ sa oznaļuje zeta potenciál  

¶ po aplik§cii elektrick®ho poŎa sa kati·ny zaļn¼ pohybovaŠ smerom ku kat·de a 

strhávajú so sebou kvapalinu v kapiláre 

¶ vplyvom EOF doch§dza k pohybu vġetkĨch molek¼l bez ohŎadu na n§boj 

¶ pri opaļnom n§boji na stene kapil§ry, ktorĨ m¹ģe byŠ dosiahnutĨ modifik§ciou steny 

kapiláry, sa EOF m¹ģe pohybovaŠ aj opaļne 

 

¶ EOF m§ plochĨ rovinnĨ rĨchlostnĨ profil, takģe jeho pr²spevok k celkovej disperzii 

z·n je zanedbateŎnĨ 

¶ EOF markery  - zabr§nenie ovplyvŔovania presnosti analĨz a ako aj kvality 

separaļn®ho procesu 

¶ EOF je z§vislĨ na pH (ļ²m vyġġie pH tĨm je vyġġ² EOF) ako aj na i·novej sile roztoku 

(zvyġovaním iónovej sily klesá EOF) 

¶ vplyv na EOF majú aj komplexné matrice a prípadná adsorbcia na povrch kapilár 

a zmena ich povrchu 

¶ v niektorĨch pr²padoch je vĨhodn® EOF potl§ļaŠ, aby nedoġlo k pr²liġ rĨchlej el¼cii 

l§tok eġte pred separ§ciou: 

o zmenou náboja steny kapiláry  

o zmenou pH  

o zmenou iónovej sily elektrolytu 

o pouģit²m surfaktantov 

 

 

 

Medzi hlavné metódy kapilárnej elektroforézy podŎa zloģenia elektrolytovĨch roztokov 

patrí: 

1. Kapilárna zónová elektroforéza (CZE) 

2. Micelárna elektrokinetická chromatografia (MEKC) 

3. Kapilárna elektrochromatografia (CEC) 

4. Kapilárna gélová elektroforéza (CGE) 

5. Kapilárna izoelektrická fokusácia (IEF) 

6. Kapilárna izotachoforéza (ITP) 
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6.2.1.1 Kapilárna zónová elektroforéza (CZE) 

 

6.2.1.2 Micelárna elektrokinetická chromatografia (MEKC) 

CZE je najļastejġie pouģ²vanĨ typ kapilárnej elektroforézy.  

ü k separácii molekúl dochádza v zónach, ktor® sa pohybuj¼ r¹znou rĨchlosŠou 

ü selektivita závisí na vlastnostiach BGE (pH, prídavok aditív napr. rôzne surfaktanty) 

ü pohyblivosŠ i·nov z§leģ² na elektroforetickej pohyblivosti a pohyblivosti EOF  

ü veŎmi ļasto sa pouģ²va pokrĨvanie kapil§r pomocou polyakrylamidu, 

polyetylénglykolu 

 

 

Obrázok 6-4 Elektroforeogram (prevzaté z Agilent Technologies, 2018). 

MEKC kombinuje princíp elektroforézy a chromatografie, priļom sa do nosného 

elektrolytu pridávajú surfaktanty, ktoré pri kritickej micelárnej koncentrácii vytvárajú 

micely (hydrof·bna ļasŠ je orientovan§ dovn¼tra micely a hydrofiln§ von).  

ü Micely m¹ģu byŠ anionick®, kationick®, zwitterionick® alebo nei·nov®. PodŎa 

n§boja, ktorĨ nes¼ sa m¹ģu pohybovaŠ v smere alebo proti elektroosmotick®mu toku.  

ü Micely interaguj¼ poļas analĨzy s analytmi pomocou hydrof·bnych a 

elektrostatickĨch interakcii. Ļ²m je interakcia silnejġia tĨm dlhġie zost§va analyt v 

micele a tĨm dlhġie s Ŕou putuje.  

ü Selektivita m¹ģe byŠ Ŏahko ovplyvnen§ vĨmenou surfaktantu, i·novou silou BGE, 

pomocou zmeny pH, teploty alebo prídavkom aditíva.  

 

Obrázok 6-5 Micelárna elektrokinetická chromatografia  

(prevzaté z Agilent Technologies, 2018). 
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6.2.1.3 Kapilárna elektrochromatografia (CEC) 

 

6.2.1.4 Kapilárna gélová elektroforéza (CGE) 

CEC predstavuje miniaturizovanú kvapalinovú chromatografiu, ktor§ vyuģ²va 

elektrické pole na prenos kvapaliny (EOF) cez plnené chromatografické kolóny.  

ü pouģ²vaj¼ sa kapil§ry s vnútorným priemerom 50-200 mm so stacionárnou fázou 

(vªļġinou reverzn§ f§za, ļastice 1-5 mm)  

ü aplikácia napätia spôsobuje vytvorenie EOF (pohyb analytov a mobilnej fázy)  

ü nenabité látky sa separajú na základe rozdelenia medzi stacionárnu a mobilnú fázu 

plus navyġe plat² elektroforetický princíp pre nabité analyty  

ü v porovnaní s LC m§ CEC lepġ² prenos kvapaliny pomocou elektrick®ho poŎa a tým 

p§dom menġie rozġirovanie z·n, nie je pri nej pr²tomnĨ spªtnĨ tlak  

ü poskytuje 3-10x lepġiu separaļn¼ ¼ļinnosŠ oproti LC 

 

Obrázok 6-6 Kapilárna elektrochromatografia (prevzaté z Agilent Technologies, 2018). 

 

1, 3 Viálky s pufrom

2 Plnená kapilára

4 Elektródy

5 Detekcia

6 Externý tlak 2-12 bar
Elektrická 

dvojvrstva

Ļastice 

stacionárnej 

fázy

EOF

Stena 

kapiláry

CGE vyuģ²va kapil§ry naplnené polymérom (agaróza, polyakrylamid, 

polydimetylakrylamid a metylcelulóza), ktorý sa uplatní ako molekulárne sito vedie k 

separ§cii molek¼l na z§klade ich veŎkosti.  

ü vªļġinou sa pouģ²vaj¼ pokryté kapiláry na zabránenie EOF  

ü úļinnosŠ separ§cie ovplyvŔuje okrem elektroforetick®ho pohybu aj porozita 

pouģit®ho g®lu, veŎkosŠ separovanĨch molek¼l, pomer veŎkosti molek¼l a ich n§boja  

ü koncentr§cia g®lu nepriamo ¼mern§ veŎkosti analytu 

ü princíp je rovnaký ako v planárnej gélovej elektroforéze ale s výhodami kapilár (10-

100x vyġġie elektrické pole, on-line detekcia, automatizácia) 

 

Obrázok 6-7 Kapilárna gélová elektroforéza (prevzaté z Agilent Technologies, 2018). 
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6.2.1.5 Kapilárna izoelektrická fokusácia (CIEF) 

 

6.2.1.6 Kapilárna izotachoforéza (CITP) 

CIEF vyuģ²va k deleniu látok gradient pH vytvorený pomocou BGE obsahujúcich 

amfolyty (zásadité látky sú pri katóde, kyslé pri anóde), ktorý je vytvorený priamo v 

kapiláre a látky sa potom delia na základe ich izoelektrických bodov.  

ü analyty sa bud¼ pohybovaŠ v syst®me aģ pokiaŎ sa nedostan¼ do miesta kde pH je 

identické s ich izoelektrickým bodom, tam tieto molekuly prestan¼ migrovaŠ  

ü rovnako nabité molekuly sa hromadia v ostrej zóne (dochádza k fokusácii ï pokiaŎ 

molekula z tohto miesta difunduje do inej oblasti pH, zmení sa jej náboj 

a elektroforetikĨ pohyb ju vr§ti spªŠ)  

ü po fokusácii sa v kapiláre vytvorí rovnováha a kapil§rou prestane prech§dzaŠ pr¼d  

ü vzniknut® z·ny treba potom dopraviŠ do detektora (zvĨġen²m tlaku, pr²davkom soli)  

ü treba pracovaŠ bez EOF (pouģ²vaj¼ sa pokryté kapiláry, ktoré zároveŔ zabraŔuj¼ 

adsorpcii látok)  

ü touto met·dou moģno separovaŠ l§tky, ktor® sa l²ġia ich pI 0.005 jednotiek, moģno 

ju pouģiŠ na separ§ciu alebo zisŠovanie pI    

 

Obrázok 6-8 Kapilárna izoelektrická fokusácia (prevzaté z Agilent Technologies, 2018). 

 

CITP pouģ²va dva elektrolytov® syst®my (vodiaci a zakonļuj¼ci), medzi ktoré sa vkladá 

vzorka. 

ü zoraden® z·ny separovanĨch analytov sa vġetky pohybuj¼ rovnakou rĨchloŠou (daná 

rĨchlosŠou vedúceho iónu) 

ü k dosiahnutiu rovnov§ģneho stavu je potrebn® aby elektrick® pole malo v 

jednotlivých zónach rozdielnu intenzitu (v = mE)  

ü medzi z·nami sa vytv§raj¼ veŎmi ostr® hranice, ide o tzv.  samozaostrujúci efekt 

(ak ión opustí svoju zónu jeho rýchlosŠ sa zmen² a opªŠ sa vr§ti do svojej z·ny) 

ü zaostrenie z·n m¹ģeme dosiahnuŠ zvĨġen²m koncentr§cie ved¼ceho alebo 

koncového elektrolytu (prídavkom soli) do roztoku vzorky  

ü pri ITP je v zónach rovnaká koncentrácia iónov (daná koncentrácou vodiaceho 

elektrolytu), v tomto prípade hovoríme o tzv. koncentraļnom efekte 

 

Obrázok 6-9 Kapilárna Izotachoforéza (prevzaté z Agilent Technologies, 2018). 
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6.2.2 Problémy pri analýze látok v biologických vzorkách pomocou kapilárnej elektroforézy 

 

 

6.2.2.1 On-line predúpravné metódy 

 

 

 

 

 

Medzi najļastejġie problémy v analýze látok v biologických vzorkách patria: 

U analyty prítomné na stopovĨch koncentraļnĨch ¼rovniach  

U analyty prítomné v mnohozloģkovĨch matriciach  

o látky sú v nich prítomné na rôznych koncentraļnĨch ¼rovniach 

o s¼ pr²tomn® mnoh® migraļn® ako aj detekļn® interferencie  

U n²zka citlivosŠ v spojení s UV detektormi  

o limity detekcie za beģnĨch podmienok sú na úrovni 10-5-10-6 mol/l 

o krátka optická dráha svetla (najļastejġie v rozsahu 50-100 mm)  

o malý objem vzorky, ktorý je injektovaný do kapiláry (zamedzuje sa 

predávkovaniu kapiláry) spôsobuje oveŎa niģġiu citlivosŠ stanoven²  

Rieġenie prin§ġaj¼: 

ü on-line predúpravné techniky 

ü on-line kombinácie CE metód 

ü vysokocitlivá detekcia (fluorescenļn® detektory, hmotnostn§ spektrometria) 

Výhodou týchto on-line pred¼pravnĨch techn²k je, ģe prebiehajú priamo v separaļnom 

priestore a vo vªļġine pr²padov automaticky.  

Kaģd§ z nich je zaloģen§ na r¹znom princ²pe, priļom vªļġinou sa men² len pr²prava 

vzorky alebo nosného elektrolytu. 

Tieto techniky prin§ġaj¼: 

V elimináciu potenciálnych neģiaducich str§t analytu 

V ġetrenie ļasu  

V zlepġenie reprodukovateŎnosti oproti manu§lnej práci a off-line technikám 

V elimináciu náhodných a systematických chýb 

V zjednoduġenie postupu 

V moģnosti automatizácie a miniaturizácie 

 

U s¼ ale drahġie z hŎadiska poļiatocnĨch n§kladov 
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Medzi on-line prekoncentraļn® techniky patria: 

a) dynamické spojenie pH (Dynamic pH Junction, DPJ),  

o je obdodou IEF kde namiesto roztokov amfolytov sa pouģ²vaj¼ roztoky BGE 

s rôznym pH 

o vzorka by mala maŠ pH asi o 1,5 jednotky odliġn¼ oproti BGE 

o m¹ģe sa vyuģiŠ jeden typ BGE len s rozdielnym pH alebo dvojica elektrolytov 

s rozdielnym zloģen²m a pH 

o je vhodná na zakoncentrovanie slabo kyslých alebo bázických analytov 

o nevýhodou je vplyv elektrokinetickej disperzie 

b) Ăzametanieñ (Sweeping) 

o pouģ²va pr²davok tenzidov do BGE v nádobke na dávkovacom konci kapiláry, 

priļom druh§ n§dobka, kapil§ra ani vzorka tenzid neobsahujú  

o analyt interaguje s pseudostacionárnou fázou, ktorá prechádza do zóny vzorky, 

priļom sa na rozhran² tohto prieniku vzorka zakoncentruje  

 

  

Obrázok 6-10 On-line prekoncentraļn® techniky. Dynamick® pH spojenie (Dynamic pH 

junction) (obr§zok vŎavo) Zametanie (sweeping) (obr§zok vpravo)  

(prevzaté z Lin a Kaneta, 2004) 
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c) zakoncentrovanie zaloģen® na nahromaden² elektrickĨm poŎom (Field 

Ampliefied Sample Stacking, FASS)  

o nie je veŎmi vhodn§ pre biologick® vzorky vzhŎadom na prirodzen¼ vysok¼ 

vodivosŠ vzoriek (biologick® vzorky ako napr. moļ, krv majú prirodzene 

vysoký obsah solí) 

o FASS je zaloģen§ na p¹soben² dvoch pol² ï elektrického silového (vkladané 

medzi konce kapiláry) a koncentraļn®ho 

o koncentraļn® pole sa vytvor² na z§klade rozdielnych koncentr§cii (vodivosti) 

BGE a dávkovanej zóny vzorky  

o vzorka sa vªļġinou pripravuje vo vode alebo 10x zriedenom BGE 

o  aplikácia jednosmerného elektrick®ho poŎa vyvol§ na z§klade rozdielnej 

vodivosti BGE (vysok§ vodivosŠ) a vzorky (n²zka vodivosŠ) zakoncentrovanie 

nadávkovanej vzorky  

o obe z·ny maj¼ rozdielnu intenzitu poŎa (vyġġia v zóne vzorky) a to má za 

n§sledok rozdielnu rĨchlosŠ migr§cie (rĨchlejġia migr§cia v zóne vzorky) 

o na rozhraní zón dôjde k zakoncentrovaniu vplyvom spomalenia rýchlosti 

migrácie analytu 

d) prechodná izotachoforéza (Transient Isotachophoresis, tITP)  

o je vhodn§ pre biologick® vzorky, priļom z§kladnĨ elektrolyt obsahuje ko-ión s 

niģġou vodivosŠou a vzorka je obohaten§ o vodiaci i·n (K+, Na+) 

 

Obrázok 6-11 Zakoncentrovanie zaloģen® na nahromaden² elektrickĨm poŎom (Field 

Amplified Sample Stacking) (obr§zok vŎavo), prechodn§ izotachoforéza (transient 

isotachophoresis) (obrázok vpravo) (prevzaté z. Lin a Kaneta, 2004). 
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6.2.2.2 On-line spájanie CE techník (multidimenzionálne systémy) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

On-line spájanie CE techník poskytuje: 

V vysokú selektivitu stanovení  

V zakoncentrovanie analytov (pri pouģit² ITP)  

V vyļistenie vzorky (aģ 99%)  

V zvĨġenie separaļnej kapacity (pri pouģit² ITP) a teda aj injektovan®ho mnoģstva 

vzorky v porovnaní s beģnou jednokolónovou CZE  

V lepġiu reprodukovateŎnosŠ nakoŎko sa pracuje bez EOF  

V výrazné zn²ģenie koncentraļnĨch limitov detekcie (cLOD) a zjednoduġenie 

celého analytického postupu (minimálna predúprava vzorky)  

 

Obrázok 6-12 On-line spájanie CE techník (prevzaté z.TekeŎ a Mikuġ, 2005). 
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6.3 Spojenie kapilárnej elektroforézy a hmotnostnej spektrometrie (CE-MS) 

ńalġou moģnosŠou ako zlepġiŠ citlivosŠ CE analĨz je ich sp§janie s pokroļilĨmi 

detekļnĨmi technikami.  

Univerzálne typy detekcie (vodivostná detekcia a UV-VIS spektrofotometria) 

V s¼ schopn® detegovaŠ prevaģn¼ vªļsinu látok bez potreby derivatizácie  

V sú principiálne jednoduché  

V nen§roļn® na obsluhu  

V majú priaznivú cenu 

U ich nevýhodou je nízka citlivosŠ  

Selektívne detektory (fluorescenļn§ a elektrochemická detekcia, hmotnostná 

spektrometria) s¼ tak®, ktor® sleduj¼ urļit¼ analytick¼ vlastnosŠ, ktor§ je ġpecifick§ pre 

urļit¼ zloģku alebo obmedzen¼ skupinu l§tok vo vzorke.  

V výhodou je ich vysoká selektivita (prirodzená elimin§cia detekļnĨch interferentov) 

V vysok§ citlivosŠ a nízke LOD 

U vysoká selektivita m¹ģe byŠ na druhej strane aj nevĨhodou, keŅ sa aplikaļnĨ rozsah 

z¼ģi len na urļit® l§tky. Inak je potrebn® pouģiŠ derivatizaļn® postupy, ktor® zvyġuj¼ 

nároky na dŌģku a zloģitosŠ celého analytického postupu.  

U finanļne n§roļnejġie a majú ġpeci§lne poģiadavky na prepojenie s CE  

U ġpecifick® typy detektorov d§vaj¼ odozvu len pre jeden analyt reps. veŎmi ¼zku 

skupinu analytov s podobnĨmi vlastnosŠami  

 

Dominantné zastúpenie v r§mci detekļnĨch techn²k maj¼ spektrálne metódy, ktoré sú 

schopn® poskytnuŠ aj inform§cie o ġtrukt¼re.  

Patria sem: 

1. spektrofotometrická detekcia s di·dovĨm poŎom (PDA)  

o LOD 10-5 ï 10-7 mol/l 

o univerzálna, jednoduchá, nízke nároky na elektrolytové systémy, on-line 

detekcia bez ġpeci§lneho prepojenia, nedeġtrukt²vna detekcia  

o niģġia cena prev§dzky, ¼drģby 

o DAD detekcia n§m poskytuje ļiastoļn® inform§cie o ġtrukt¼re na základe 

spektrálneho profilu (overenie ļistoty) 

2. Nukleárna magnetická rezonancia (NMR )  

o LOD 10-3 mol/l  

3. Hmotnostná spektrometra (MS)  

o LOD 10-8 ï 10-9 mol/l 

o MS detekcia je selektívna, citlivejġia v porovnaní s NMR a PDA 

o na spojenie s CE potrebuje ale ġpeci§lne spojenie, je tam vyġġia cena 

a ġpeciálne nároky na BGE a aditíva 

o MS detekcia n§m umoģŔuje spoŎahliv¼ a komplexnú informáciu o analytoch 

v komplexných matriciach 
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Kapilárna elektroforéza a hmotnostná spektrometria sú dve analytické techniky, ktoré 

sa navz§jom dopŌŔaj¼, sú schopné vz§jomne rozl²ġiŠ molekuly s rovnakĨmi hmotnosŠami 

(nerozl²ġiteŎn® v hmotnostnej spektrometrii) alebo ko-migrujúce analyty (nerozl²ġiteŎn® 

v kapilárnej elektroforéze).  

o ako ionizaļnĨ zdroj sa pouģ²va najmä ESI 

o medzi hlavné problémy pri spájaní týchto dvoch techník patrí pr²liġ nízky prietok 

základného elektrolytu separaļnou kapil§rou a realizácia vodivého spojenia, 

keŅģe aj CE aj ESI pouģ²vaj¼ elektrick® pole. Na konci separaļnej kapil§ry je pr¼d, 

ktorĨ nesie BGE (po aplik§cii napªtia z vysokonapªŠov®ho zdroja CE) a je niekoŎko 

mA. Na druhej strane plynn® i·ny v ESI zdroji tieģ pren§ġaj¼ pr¼d, ktorĨ je na 

¼rovni niekoŎko nA. 

o ńalġ²m probl®mom je ovplyvŔovanie vysokonapªŠovĨch zdrojov (ESI napätie 

ovplyvŔuje aj napªtie v CE a tĨm aj separ§ciu a ioniz§ciu). NiekoŎko desiatok vs. 

niekoŎko jednotiek kV. Pri poklese napätia nie je stabilný elektrosprej, naopak pri 

zvyġovan² napªtia m¹ģe d¹jsŠ k výbojom. Koncov§ ļasŠ separaļnej kapil§ry je 

uzemnená.  

o ESI napªtie m¹ģe byŠ negat²vne, kedy ESI zdroj pracuje v pozitívnom móde 

(katióny vstupujú do MS) alebo pozitívne, kedy sa pracuje v negatívnom móde 

(anióny vstupujú do MS).  

CE-MS spája v sebe vysok¼ separaļn¼ ¼ļinnosŠ a moģnosŠ separ§cie a prekoncentrácie 

v CE kroku ako aj vysok¼ citlivosŠ a ġtrukt¼rnu inform§ciu na strane MS detekcie. Je preto 

vhodná pre komplexné analýzy ultrastopových analytov v zloģitĨch matriciach.  

CE-MS je jednou z najrýchlejġie sa rozvĨjaj¼cich analytickĨch met·d, 

komplement§rnou voŎbou pre konvenļn® LC-MS a GC-MS systémy, ale v niektorých 

aplikáciach ako je napr. proteomika ich uģ prekon§va. Ļoraz vªļġie uplatnenie má 

v biomedicínskom výskume pri hŎadan² biomarkerov a moģnost² efekt²vnej terapie (ļ²m 

otvára aj priestor v oblasti farmácie a medicíny). 

 

Obrázok 6-13 On-line spojenie kapilárnej elektroforézy a hmotnostnej  

(prevzaté a upravené z Agilent Technologies, 2018).  
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6.3.1 Rozhranie CE-MS s prídavnou kvapalinou (Sheath-flow interface) 

 

 

 

 

 

 

 

  

Sú viaceré CE-MS rozhrania, ktor® sl¼ģia na sp§janie tĨchto dvoch separaļnĨch 

techník. Medzi najļastejġie pouģ²van® a prv® komerļne pouģit® rozhranie patrí rozhranie 

s prídavnou kvapalinou tzv. Ăsheath-flowñ. Ide o s¼stavu troch koncentrickĨch kapil§r:  

- vlastn§ separaļn§ kapil§ra  

- kapilára pre prívod pomocného roztoku (uzemnená) 

- kovová kapilára privádzajúca inertný plyn 

Prietok z§kladn®ho elektrolytu (EOF v kremennej separaļnej kapiláre) je vªļġinou 20-

200 nl/min a teda neposkytuje dostatoļn® objemov® mnoģstvo pre vytvorenie stabilného 

spreja v ESI zdroji.  

o chýbajúci objem kvapaliny je dodaný z externého zdroja, ide o tzv. pomocný roztok 

(sheath liquid, SL)  

o celkový objem privádzanej kvapalnej fázy (nosného elektrolytu a pomocného 

roztoku) sa zvĨġi na ɛl/min (1-10 ɛL/min) 

o ESI je koncentraļne citlivĨ - odozva sa zniģuje, keŅ sa zvyġuje prietok  

o SL je zvyļajne zloģen§ z vody a pr²davku organick®ho rozp¼ġŠadla ako s¼ 

metanol/acetonitril/izopropyl alkohol  

o na zvĨġenie ioniz§cie sa pridávajú do SL aj kyselina octov§, kyselina mravļia 

prípadne ich amónne soli  

o výhodou tohto rozhrania je, ģe sa d§ pouģ²vaŠ aj keŅ nie je pr²tomnĨ EOF, je 

robustný, zabezpeļuje dobrĨ elektrickĨ kontakt a ionizáciu (SL) 

 

Obrázok 6-14 Rozhranie CE-MS s pomocnou kvapalinou (shealth-flow)  

(prevzaté z Agilent Technologies, 2018). 
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6.3.2 Rozhranie CE-MS bez prídavku pomocnej kvapaliny (Sheathless interface) 

 

Druhým typom rozhrania je tzv. Ăsheath-lessñ rozhranie bez prídavnej kvapaliny. 

Takýchto rozhraní je viacero, patria sem: 

¶ externý emitor (nevýhodou je rozmývanie zón) 

¶ vodiv® pokrytie (nevĨhodou je n²zka ģivotnosŠ)  

¶ vloģen§ elektr·da (nevĨhodou je n§roļn§ pr²prava, zmenġenie vn¼torn®ho 

priemeru kapiláry, rozmývanie zón) 

¶ odleptan® ļasti (segment, ġpiļka) ï prv§ komerļne dostupn§ Ăsheathlessñ 

inġtrument§cia bez pr²davnej kvapaliny 

 

V vĨhodou tohto rozhrania je, ģe sa vzorka nezrieŅuje, ļ²m sa dosiahne vyġġia 

citlivosŠ a tento druh rozhrania m§ jednoduch¼ konġtrukciu  

U nevĨhodou s¼ vyġġie n§roky na zloģenie BGE, niģġia opakovateŎnosŠ a niģġia 

ģivotnosŠ 

 

 

Obrázok 6-15 Rozhranie CE-MS bez prídavnej kvapaliny (Sheath less interface) 

(prevzaté z Agilent Technologies, 2018, https://sciex.com/technology/ultra-low-flow-

cesi-ms-technology). 
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6.3.3 Dvojdimenzionálna kapilárna elektroforéza spojená s MS detekciou 

 

 

 

 

Ġpecifikom tohoto spojenia je implementovanie eluļn®ho bloku do rozhrania 2D-CE a 

MS, ktorĨ zabezpeļuje prechod analytov z CE do MS.  

Prechod zabezpeļuje kremenn§ kapil§ra, ktor§ je s¼ļasŠou eluļn®ho bloku a pr²vod 

pomocného roztoku s prietokom v mL/min a to v smere kolmom na kapiláru.  

V eluļnom bloku sa konļ² transport analytov elektroforetickĨm mechanizmom a ten 

ke zabezpeļenĨ pomocnou kvapalinou.  

VĨhodami pouģitia 2D elektroforetickĨch techn²k s¼: 

V biologické vzorky sa do analytického systému m¹ģu d§vkovaŠ bez akejkoŎvek 

predúpravy 

V k odstr§neniu makrozloģiek z komplexních matríc dochádza v prvej ITP kolóne 

(predseparaļn§) a do analytickej kol·ny prechádzajú analyty s minimálním 

mnoģstvom interferencii 

 

Obrázok 6-16 On-line spojenie dvojdimenzionálnej kapilárnej elektroforézy a 

hmotnostnej spektrometrie (prevzaté a upravené z PieġŠanskĨ J. a kol., 2014) 
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6.4 CE na ļipe  

 

 

 

 

Mikroļipy sa pouģ²vaj¼ na analýzu komplexných biologických matríc ako sú bunkové 

lyz§ty, rastov® m®dia, plazma, krv, moļ, pri analĨze biolog²k (biopharma).  

 

Obrázok 6-17 Mikroļipy (prevzaté a upravené z Hassan S., 2021). 

Výhody: 

V analýza bez predúpravy vzorky alebo s minimálnou úpravou  

V veŎmi rĨchle analĨzy (2-3 minúty, niekedy len sekundy) 

V minimálne nároky na vzorku a roztoky  

V malá spotreba vzorky (pg-ng/pL-nL vzorky) 

V in-vitro ako aj in-vivo diagnostika chorôb  

V vysok§ reprodukovateŎnosŠ 

V moģnosŠ on-line spájania do multidimenzionálnych systémov 

V moģnosŠ pred¼pravy vzorky (napr. odstraŔovanie sol²) priamo na ļipe 

 

Nevýhody: 

U n§roļn§ vĨroba  

U problémy pri analýzach reálnych multikomponentných vzoriek 

U nedostatoļn§ separaļn§ kapacita  

U nedostatoļn® koncentraļn® LOD (veŎmi malĨ priemer kanálikov) 
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Implementácia miniaturizovaných CE-MS systémov do proteomiky a klinických analýz je 

v s¼ļasnosti hlavnou prioritou.  

¶ pouģ²vaj¼ prim§rne ioniz§ciu na základe nanoelektrospreja  

¶ s¼ļasne sa pristupuje aj k miniaturizácii hmotnostných spektrometrov, ļo by viedlo 

k vytvoreneniu tzv. laborat·ria na ļipe Ălab-on-chipñ analysis.    

¶ zauj²mavou aplik§ciou CE na mikroļipoch s¼ analýzy celých buniek (Single cell 

analysis) 

o bunky funguj¼ ako sk¼mavky, takģe vġetky d¹leģit® molekuly s¼ zachovan® 

v maxim§lnej koncentr§cii, s¼ uģ separovan® v bunkovĨch ġtrukt¼rach, v 

biologicky relevantných pozíciách 

o systémová biológia, genomika, proteomika, metabolomika, metabolické 

inģinierstvo a optimaliz§cia bioprocesov 

 

Obrázok 6-18 Mikroļipy na selekt²vnu chemick¼ stimul§ciu neur·nov a 

charakteriz§ciu uvoŎnenĨch peptidov pomocu MALDI-MS  

(prevzaté z Croushore a kol., 2012) 
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6.5 CE v analýze chir§lnych lieļiv 
 

 

 

 

 

Chirálne látky  sú látky obsahujúce stereogénne centrum (alebo viaceré takéto centrá) 

v molekule.  

¶ ide o tzv. optické izoméry (enantioméry), ktoré ot§ļajú rovinu polarizovaného 

svetla 

¶ enantioméry majú zhodné vlastnosti len v achirálnom prostredí  

 

¶ látky prírodného pôvodu sú najmä chirálne, enantioselekt²vne rozliġovanie je 

základná vlastnosŠ ģivĨch systémov 

¶ enantiom®ry chir§lnych lieļiv m¹ģu maŠ rozdielne farmakodynamick® a 

farmakokinetick® vlastnosti a teda aj rozdielne terapeutick® a pr²padne aj neģiad¼ce 

¼ļinky, jeden z enantiom®rov m¹ģe byŠ lepġie dostupnĨ pre enzymatick® ġtiepenie, 

m¹ģe maŠ vyġġiu afinitu k receptorom 

¶ pouģitie liekov s obsahom len jedn®ho enantiom®ru poskytuje bezpeļnejġiu a/alebo 

¼ļinnejġiu farmakoterapiu 

 

¶ FDA a EMA vyģaduj¼ poznatok o stereoch®mii, stanovenie stereochemick®ho 

zloģenia a ļistoty, farmakologick® a toxikologick® ġt¼die pre racem§ty/ļist® 

enantioméry 

¶ vzhŎadom na ich rovnak® fyzik§lno-chemick® vlastnosti (okrem ot§ļania roviny 

polarizovaného svetla) sú prakticky nerozl²ġiteŎn® v achir§lnom prostred²  

¶ chirálne LC systémy s¼ pomerne finanļn® n§roļn® 

¶ CE-MS sa m¹ģu pouģiŠ na analĨzy chir§lnych lieļiv ale probl®mom s¼ chir§lne 

selektory nekompatibiln® s MS detekciou, preto sa pouģ²va napr. technika 

ļiastoļn®ho plnenia alebo protipr¼dny syst®m migr§cie chirálneho selektora 
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Chir§lne separ§cie rozdeŎujeme na: 

1. nepriame separ§cie zaloģen® na tvorbe stálych diastereoizomérov s chirálnym 

derivatizaļnĨm reagentom  

o diastereoizoméry sú separované na základe ich rozdielnych fyzikálno-

chemickĨch vlastnost² pouģit²m achirálneho elektrolytového systému 

o Nevýhodou sú nutnosŠ pr²tomnosti funkļnĨch skup²n, ktor® maj¼ byŠ 

derivatizovan®, derivatizaļn® ļinidlo mus² byŠ enantiom®rne ļist®, ide o 

Ņalġ² ļasovo n§roļnĨ krok, vyskytuje sa moģnosŠ racemiz§cie poļas reakcie 

2. priame chirálne separácie, kedy sa chirálny selektor pridáva do elektrolytového 

systému 

o medzi analyzovanými enantiomérmi a chirálnym selektorom sa vytvoria 

reverzibilné diastereoizomérne komplexy  

o rozdiel v stabilite vytvorených komplexov (vŅaka rozdielnemu 

priestorovému usporiadaniu jednotlivých enantiomérov v komplexe) 

spôsobuje r¹znu pohyblivosŠ komplexov a r¹znu pohyblivosŠ voŎn®ho a 

viazaného selektora 

o pri separácii existujú v rovnováhe neviazané enantioméry s viazanými do 

komplexu so selektorom 

o vĨsledn§ efekt²vna pohyblivosŠ je dan§ vektorovĨm s¼ļtom pohyblivosti 

voŎn®ho a do komplexu viazaného enantioméru  

o miera interakcie medzi enantiomérom a selektorom, ako aj koncentrácia 

selektoru urļuj¼ vĨslednĨ rozdiel v efekt²vnych pohyblivostiach 

separovaných enantiomérov 

o nabit® chir§lne selektory umoģŔuj¼ separ§ciu nenabitĨch enantiomérov, 

protiprúdnu migráciu ļo poskytuje lepġie rozl²ġenie 

 

 

Separaļn® mechanizmy uplatŔuj¼ce sa v chirálnych analýzach: 

· inklúzna komplexácia (cyklodextríny, crown étery) 

· afinitné interakcie (makrocyklické antibiotiká) 

· micel§rna solubiliz§cia (ģlļov® soli) 

· ligandová výmena (kovy) 

· polymerická komplexácia (sacharidové polyméry) 

· ión-párová výmena (iónové látky v nevodnom médiu) 
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Medzi najpouģ²vanejġie chir§lne selektory patria cyklodextríny.  

¶ cyklodextr²ny s¼ cyklick® oligisachacharidy, ktor® vznikaj¼ zo ġkrobu, priļom 

vzniká zmes a-, b-, g- cyklodextrínov 

¶ a-CD je zloģenĨ zo 6, b-CD zo 7 a g-CD z 8 molekúl glukózy  

¶ veŎkosŠ molekuly urļuje aj veŎkosŠ vn¼tornĨch priemerov (veŎkosŠ dutiny, tzv. 

kavity), ktoré sú v rozsahu 0,45-0,90 nm  

¶ na interakcii sa podieŎaj¼ najmª hydrof·bne ļasti molekuly CD 

¶ na inkl¼ziu s¼ potrebn® vhodn® st®rick® parametre, t.j. veŎkosŠ inkludovanej 

molekuly (molekuly by mali obsahovaŠ jednoduchĨ aromatickĨ syst®m, alebo 

substituované aromatické systémy)  

  

 

-+

+ -

T = 0

T = i

T = det

Obrázok 6-19 Protiprúdny mechanizmus separácie pomocou cyklodextrínov 

(prevzaté z Marák J. a kol., 2017). 
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6.6. Optimalizácia CE metódy 
 

 

Kapilára: 

Pri výbere kapiláry  je treba braŠ do ¼vahy vnútorný priemer (ID) a dŌģku kapil§ry.  

¶ ļ²m dlhġia kapil§ra, tĨm dlhġ² ļas analĨzy (lepġia separ§cia, ale s¼ļasne vyġġie 

riziko rozmývania zón - zhorġenie rozl²ġenia, citlivosti). CE-MS spojenie vªļġinou 

pouģ²va o 20 cm dlhġie kapil§ry. 

¶ vnútorný priemer  kapil§ry ovplyvŔuje rĨchlosŠ analĨzy (veŎkosŠ pr¼du, ktorĨ 

m¹ģeme vloģiŠ na kapiláru bez vysokej produkcie Joulovho tepla), aj mnoģstvo 

vzorky, ktoré môģeme nad§vovaŠ (separaļn§ kapacita) 

o Hydrodynamicky otvorené systémy: kapiláry s ID 50, 75 a 100 mm  

Á Menġ² vn¼tornĨ priemer zabezpeļuje vyġġiu ¼ļinnosŠ analĨzy 

o Hydrodynamicky uzavreté systémy: kapiláry s ID 300-800 mm (vyġġia 

produkcia Joulovho tepla, niģġia ¼ļinnosŠ)  

Á potrebné pracovaŠ s BGE s niģġou vodivosŠou  

Á vyġġia d§vkovacia kapacita, niģġie LOD  

¶ kovalentne modifikovaný povrch (polyvinylalkohol, polyakrylamid, 

polyvinylpyrolidon) vytvára stabilné a inertné vnútorné povrchy kapilár so 

ģivotosŠou niekoŎko desiatok aj stoviek analĨz  

o dynamické pokrývanie povrchu kapil§ry vyuģ²va implemetovanie 

hydrofilných polymérov do BGE alebo LE 

o pred kaģdou analĨzou sa pokrytie obnovuje naplnením kapiláry BGE  

o pri pouģ²van² EOF supresorov treba d§vaŠ pozor, aby sa nedostali napr. do 

niektorých detekļnĨch syst®mov ako je MS  

 

VoŎba a pr²prava najvhodnejġieho BGE: 

¶ jeden z i·nov (nosnĨ i·n / protii·n mus² maŠ tlmiacu kapacitu, teda jeho pKa musí 

byŠ bl²zko poģadovan®ho pH) 

¶ nosnĨ i·n by mal maŠ pohyblivosŠ bl²zku analytom vo vzorke (predchádzanie 

elektrodisperzným procesom a dosahuje sa symetrický a ostrý analytický signál) 

¶ potrebné vyhĨbaŠ sa pr²liġ vysokĨm a pr²liġ n²zkym hodnot§m pH, ktor® vedú 

k tvorbe systémových zón (zóna obsahujúca len ióny základného elektrolytu) 

¶ Prídavok vhodných surfaktantov  

 

¶ ITP: pKa by mala byŠ v prípade kati·nov niģġia a v prípade ani·nov vyġġia neģ pKa 

hodnoty vġetkĨch separovanĨch l§tok  

¶ ITP: Pri separácii katiónov musí byŠ pH zakonļuj¼ceho elektrolytu niģġie ako 

vodiaceho (pri ani·noch je to opaļne). Pri analĨze ani·nov pH z·n od LE po TE 

stúpa, pri katiónoch zase klesá.   
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Detekļn§ technika: 

Ide§lna detekļn§ technika by mala spŌŔaŠ nasledovn® podmienky:  

¶ jednoduchosŠ a kompatibilita 

¶ zabezpeļenie stabilnej z§kladnej l²nie 

¶ vysok§ citlivosŠ a nízky ġum 

¶ ġirok§ aplikovateŎnosŠ 

¶ priama detekcia (priamo na kapil§re najļastejġie vyuģ²va meranie vodivosti 

(vodivostná detekcia), absorbancie (UV-VIS) alebo fluorescencie (LIF)) 

¶ univerz§lnosŠ 

¶ cnov§ dostupnosŠ 

Vodivostná detekcia je univerálna a neselektívna.  

¶ elektrochemický typ detekcie zaloģenĨ na meran² vodivosti  

¶ zmena vodivosti je okrem typu analytu závislá aj na koncentrácii 

¶ pouģ²va sa pri ITP 

UV-VIS spektrometria je univerzálna technika, ktorá má ale pomerne vysoké LOD.  

¶ zn²ģenie LOD sa dá dosiahnuŠ pomocou kapilár s vªļġ²m vn¼tornĨm priemerom, 

alebo pouģit²m ġpeci§lnych detekļnĨch ciel ako s¼ tzv. bublinové cely alebo Z cely. 

Alebo sa m¹ģu vyuģ²vaŠ r¹zne pred¼pravn® techniky.  

¶ medzi UV-VIS detektory patrí aj PDA, ktorĨ je cenovo n§roļnejġ² ale je schopný 

meraŠ kontinu§lne cel® UV-VIS spektrum a poskytn¼Š ļiastoļn® inform§cie 

o ġtrukt¼re 

LIF detekcia sa vyznaļuje vysokou citlivosŠou a selektivitou (redukcia mnohých 

potenciálnych interferencii)  

¶ vysoká selektivita je z§roveŔ aj nevýhodou, lebo sa obmedzuje na látky 

s prirodzenou fluorescenciou. Inak je potrebn® derivatizovaŠ (vyġġia ļasov§ aj 

finanļn§ n§roļnosŠ). 

MS detekcia je charakterizovan§ mimoriadnou citlivosŠou, selektivitou a univerz§lnosŠou 

vzhŎadom na typ vzorky a analytu.  

¶ zvyġuje sa ortogonalita syst®mu so zvĨġen²m selektivity a z§roveŔ sa zvyġuje 

citlivosŠ (zn²ģenie ġumu a zlepġenie pomeru S/N)  

¶ pouģ²vanie len prchavĨch BGE ale keŅģe pomocnĨ roztok obsahuje 50-80% 

organiky zniģuje sa miera inkompatibility aj neprchavých systémov a moģno ich 

pouģiŠ v oveŎa niģġ²ch koncentráciách 

¶ Prietok BGE sa pohybuje medzi 20-200 nL/min ļo nie je dostatoļn® na 

zabezpeļenie stabiln®ho elektrospreja, preto sa pouģ²vaj¼ tzv. pomocn® roztoky 

(obsahujú 50-80% organickej f§zy ļo zlepġuje rozpraġovanie a zniģuje povrchov® 

napªtie na konci rozpraġovaļa), mus² byŠ kompatibilný s BGE 
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Priestor na vlastn® pozn§mky, pr²padne upresnenia textu odznen® v predn§ġkach: 
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7. Kvapalinová chromatografia 

 

 

Chromatografick® met·dy patria medzi najvĨznamnejġie met·dy z modernĨch 

separaļnĨch techn²k.  

¶ separácia veŎmi zloģitĨch zmes² ako aj z²skavanie jednotlivĨch zloģiek zmesi 

vo veŎmi ļistom aģ homog®nnom stave  

¶ ġirokĨ aplikaļnĨ rozsah  

¶ sú charakterizovan® vysokou ¼ļinnosŠou, dobrou opakovateŎnosŠou 

a robustnosŠou 

Separ§cia je zaloģen§ na prenose mobilnej fázy (MF) nesúcej zmes analytov cez 

porézny materiál a na rozdieloch v interakciách analytov s povrchom stacionárnej fázy 

(SF), ļo sp¹sob² rozdielne eluļn® ļasy jednotlivých analytov.  

 

Obrázok 7-1 Princíp chromatografickej separácie  

(prevzaté a upravené z Kahler T., 2018). 

 

Vysok§ rozpustnosŠ 

v mobilnej fáze

Vysok§ rozpustnosŠ 

v stacionárnej fáze
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Hlavné rozdelenie chromatografických metód:  

 

 

Chromatografia

Plynová 
(GC)

Plynová ï
tuhá fáza

Plynová ï
kvapalná 

fáza

Kapilárna 
GC

Superkritická
(SFC)

Kvapalinová 
(LC)

NP RP IEX SEC

Planárna CEC

PodŎa princ²pu separ§cie rozliġujeme chromatografiu: 

× Adsorpļn¼  

- zaloģen§ na r¹znej schopnosti l§tok v roztoku adsorbovaŠ sa na povrch 

pevnej fázy ï adsorbentu 

- ide o separáciu v systéme kvapalina-pevná látka 

- ġpeciálnym prípadom je afinitná  chromatografia  

× RozdeŎovaciu  

- distrib¼cia zloģiek na z§klade rozdielnych rozdeŎovacích koeficientov 

- separácia v systéme kvapalina-kvapalina 

- zaraŅujeme sem aj gélovú chromatografiu 

× Ionexovú  

- delenie na z§klade odliġnost² elektrostatickĨch s²l, ktorĨmi sa l§tka viaģe 

na ionomeniļ 

- separácia v systéme kvapalina-pevná látka - ionomeniļ 

- ġpeci§lnym pr²padom je chromatofokusácia (zaloģen§ na rozdielnych 

izoelektrických bodoch separovaných biomakromolekúl) 
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PodŎa usporiadania stacion§rnej f§zy rozozn§vame chromatografiu: 

× stŌpcov¼ 

× ploġn¼ (na tenkej vrstve ï TLC a papierovú) 

PodŎa pouģitia (l²ġia sa v poģiadavk§ch na inġtrument§ciu, kvalitu a výber stacionárnej 

a mobilnej fázy): 

× analytickú  (dobr§ separ§cia a kvantifik§cia jednotlivĨch zloģiek zmesi, 

kvalitnejġie mobiln® a stacion§rne f§zy) 

× preparatívnu (snaha z²skaŠ aspoŔ jednu l§tku vo vysokej ļistote, l§tky je nutn® 

izolovaŠ v rozumnom vĨŠaģku a zloģky mobilnej f§zy musia byŠ Ŏahko 

odstrániteŎn®) 

 

V prípade kvapalinovej chromatografie patria medzi hlavné komponenty 

chromatografu:  

o fŎaġe s rozp¼ġŠadlami (odvzduġnenĨ syst®m, izolovan® od okolit®ho prostredia) 

o pumpa ï zabezpeļuje tok MF, mieġanie r¹znych MF, zabezpeļuje 

izokratickú/gradientovú elúciu 

o d§vkovaļ ï autosampler 

o kolóna ï srdce cel®ho syst®mu, zabezpeļuje samotn¼ separ§ciu, titánové, 

nehrdzavej¼ca oceŎ 

o detektor 

o poļ²taļ a kontrolnĨ syst®m  

 

Obrázok 7-2 Kvapalinový chromatograf  

(prevzaté a upravené z https://www.waters.com/waters/pt_BR/How-Does-High-

Performance-Liquid-Chromatography-

Work%3F/nav.htm?locale=pt_BR&cid=10049055). 

 

HPLC kolóna

Chromatogram

poļ²taļ

odpad

detektor

vzorka

Autosampler

pumpa

Mobilná fáza



 102 

 

Selektivita je schopnosŠ chromatografick®ho syst®mu rozl²ġiŠ dva rozdielne analyty. 

Na selektivitu vplývajú najmä termodynamické faktory (majú vplyv na retenciu - ļas) - SF 

a povaha analytov, zloģenie MF a teplota (ak menia povahu analytov ï solvatácia, 

ionizácia,...) 

 

ĐļinnosŠ je stupeŔ rozġirovania z·ny analytu v danej kol·ne, poļet teoretickĨch 

priehradiek (ļ²m vyġġ² poļet teoretickĨch priehradiek tĨm ¼ļinnejġia vĨmena analytu medzi 

dvomi fázami - lepġia separ§cia). ĐļinnosŠ ovplyvŔuj¼ najmª kinetické faktory (majú 

vplyv na ġ²rku p²ku) - kvalita plnenia kol·ny, veŎkosŠ ļast²c, prietok, inġtrument§lna 

optimalizácia. 

 

Obrázok 7-3 Základné charakteristiky chromatografického píku. 

 

Rozl²ġenie ï zahŘŔa aj ¼ļinnosŠ aj selektivitu 

 

 

Obrázok 7-4 Rozl²ġenie a vplyv jednotlivých parametrov na rozl²ġenie  

(prevzaté z Kahler T., 2018). 
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Van Deemterova rovnica vyjadruje vĨġku teoreticej priehradky.  

 

Obrázok 7-5 Van Deemterova rovnica (prevzaté z Kahler T, 2018). 
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Dobrý systém poskytuje maximálnu selektivitu a ¼ļinnosŠ. D¹leģitĨ je vhodný výber 

SF a MF.  

 

Obrázok 7-6 Efektivita separaļn®ho procesu. 
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7.1 Kolóny 
 

Chromatografick® kol·ny zabezpeļuj¼ separ§ciu l§tok. V dneġnej dobe m§me niekoŎko 

tis²c r¹znych typov kol·n, ktor® s¼ komerļne dostupn®.  

KeŅģe teplota m§ vplyv na rĨchlosŠ a presnosŠ separ§cie, medzu detekcie, ¼ļinnosŠ a 

selektivitu separácie (je veŎmi d¹leģit§ pri analĨzach prote²nov) vªļġinou sa pouģ²va aj 

termostat kolóny. LC pri vysokej teplote má za následok pokles viskozity a zvĨġenie 

difúzie, ļo umoģŔuje pouģitie vysokĨch prietokov, dlhġ²ch kol·n a menġ²ch ļast²c. 

Kolóny delíme na: 

Ɓ plnené (porézne/neporézne)  

Ɓ monolitické 

Ɓ kapiláry ï vĨskumn® ¼ļely, plnen®/monolitick®, horġia robustnosŠ plnenia, CEC

 

Obrázok 7-7 Vnútro chromatografickej kolóny (prevzaté z Kahler T., 2018). 

 

 

 

Trendy v príprave kolón sú zamerané na: 

¶ rĨchlejġie analĨzy 

¶ zvĨġenie separaļnej ¼ļinnosti 

¶ vyġġiu citlivosŠ 

¶ úsporu rozp¼ġŠadiel, vzorky a ļasu 

¶ vyġġiu kapacita vzorky 

 

Moģnosti ako to dosiahnuŠ s¼: 

A. miniaturizácia kolón 

B. zmenġenie veŎkosti ļast²c 

C. zmena tvaru ļast²c 

 

 

 



 105 

7.1.1 Miniaturizácia kolón 

 

7.1.2 Kolóny s ļasticami < 2 mm 

¶ vnútormý priemer kol·n bĨva vªļġinou 1-2 mm 

¶ tieto kolóny sú vyrobené z nerezovej ocele, plnenie prebieha za vyġġieho tlaku 

¶ pri kolónach s vn¼tornĨm priemerom <1 mm, ide o pouģitie kremennĨch kapil§r 

potiahnutých polyimidom (ide o tzv. mikro a nano LC systémy) 

¶ vĨhodou je moģnosŠ pouģitia klasického prístroja HPLC 

Výhody: 

¶ pouģitie nanoESI ï niģġia kontamin§cia a citlivosŠ na obsah sol² 

Nevýhody: 

¶ nutnosŠ pouģiŠ pr²stroje schopn® ļerpaŠ MF v ml aģ nl/min 

¶ zvĨġen® n§roky na d§vkovanĨ objem, detektor a spojovacie kapiláry 

 

 

¶ ide o tzv. ultra¼ļinn§ kvapalinov§ chromatografia (UHPLC) 

Výhody: 

¶ aģ 10x kratġie analĨzy oproti konvenļnĨm kol·nam v HPLC 

¶ niģġia z§vislosŠ na prietoku mobilnej f§zy a teploty analĨzy 

Nevýhody: 

¶ vysoké pracovné tlaky - nutn® pouģiŠ UHPLC (konvenļn§ HPLC vydrģ² tlaky do 

6000 psi, UHPLC do 17000 psi) 

¶ vyġġia cena 

¶ nekompatibilné s niektorými detektormi (vysoké tlaky) 

 

Obrázok 7-8 LC kol·ny s ļasticami menġ²mi ako 2mm (prevzaté z Kahler T., 2018). 
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7.1.3 Zmena tvaru ļast²c 

 

 

 

¶ povrchovo por®zne ļastice, tzv. fused-core (Core-shell) technológia 

¶ ļastice s pevným jadrom (silikagél) a vrstvou sorbentu  

¶ dosahuj¼ sa porovnateŎn® vĨsledky ako UHPLC kol·ny, ale maj¼ tlak ako pri 3 

mm ļasticiach (klasick® HPLC pr²stroje) 

 

Obrázok 7-9 LC povrchovo por®zne ļastice (prevzaté z Kahler T., 2018). 

 

 

 

Obrázok 7-10 Porovnanie LC kolón (prevzaté z Kahler T., 2018). 
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7.2 Stacionárne fázy 
 

 

 

Klasifikácia SF podŎa: 

¶ typu (por®zne, nepor®zne ļastice, monolitick®) 

¶ geometrie (povrch, objem pórov, priemer pórov, tvar a veŎkosŠ ļast²c) 

¶ chémii povrchu (typ ligandov, hustota väzieb) 

¶ typu základného materiálu (silikagél ï stabilný pri pH 2-7, zirkón ï stabilný pH 

1-14, pr§ca v silno alkalickej oblasti a pri zvĨġenej teplote, oxid hlinitĨ, polym®ry 

ï dobrá stabilita, chemicky inertné)  

 

 

 
CieŎom dobrej SF je dosiahnuŠ: 

¶ lepġie rozl²ġenie 

¶ vyġġiu kapacitu a symetriu p²kov 

¶ kratġie analĨzy 

 

MoģnosŠami ako to dosiahnuŠ s¼: 

¶ nové typy sorbentov 

¶ lepġie pokrytie stacion§rnych f§z modifik§torom 

¶ niekoŎkon§sobn® endkapovanie kol·n 

¶ odolnejġie vªzby modifik§torov voļi tlakom, teplote, pH 

 

 

 
Zmena polárneho povrchu na hydrofóbny prebieha pomocou 

¶ chemická modifikácia (chlórsilány, etoxysilány, alkoholy) ï viazané fázy ï 90% 

komerļne dostupnĨch f§z 

Å hydrofóbne ligandy (RP-HPLC) 

¶ acidické/bázické skupiny (iónovo výmenná chromatografia) 

¶ chirálne molekuly  

¶ afinitné ligandy 

¶ end-capping je sekundárna silanizácia s trimetylchlórsilánom na pokrytie 

zvyġkovĨch voŎnĨch silanolovĨch skup²n, keŅģe asi 50% silanolových skupín 

reaguje pri modifikácii SF 
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7.3. Predkolóny (Guard kolóny) 
 

 

 

 

¶ chránia analytick¼ kol·nu pred kontamin§ciou buŅ mechanickou (neļistoty v MF, 

vo vzorke) alebo chemickou (ireverzibilná adsorpcia látok z matrice na SF) 

¶ ich pouģitie ale zvyġuje mŘtvy objem a m¹ģe teda zniģovaŠ ¼ļinnosŠ 

¶ predkol·na mus² maŠ rovnakú SF ako analytická kol·na (aj ļo sa tĨka veŎkosti 

ļast²c), rovnakĨ alebo menġ² ID ako u analytickej kolóny) 

 

Obrázok 7-11. LC predkolóna (prevzaté z www.phenomenex.com). 
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7.4 Typy chromatografických separácii 
 

 

Na z§klade pouģitia MF rozliġujeme: 

× izokratickú elúciu ï MF rovnak®ho zloģenia, teploty, konġtantnĨ tlak a prietok 

Ɓ kaģd§ l§tka má rozdielny retenļnĨ faktor a ġ²rku p²ku 

× Gradientovú elúciu ï na zaļiatku analĨzy sa pouģ²va ako MF slabĨ eluent (vªļġina 

l§tok zachyten§ na kol·ne) a postupne sa eluļn§ sila zvyġuje 

Ɓ konġtantnĨ retenļnĨ faktor a ġ²rka p²ku 

Výhody: zvĨġenie separaļnej sily, vyġġia ¼ļinnosŠ, menġie rozġirovanie zón 

Nevýhody: horġia robustnosŠ, dlhġie ļasy ust§lovania rovnov§hy syst®mu, menġia 

ģivotnosŠ kol·n  

 

Obrázok 7-12. Porovnanie izokratickej a gradientovej elúcie. 

 

Na z§klade molekul§rnych interakcii rozozn§vame chromatografie vyuģ²vaj¼ce 

interkacie: 

ü polárne ï normálne fázy (NP) 

ü disperzné ï reverzné fázy (RP) 

ü iónové ï ionovovýmenná chromatografia (IEC) 

ü ģiadne ï size exclusion chromatography (SEC) 
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7.4.1 Chromatografia s normálnymi fázami (NP) 

 

 

7.4.2 Chromatografia na reverzných fázach (RP-LC) 

 

Vzorky musia byŠ rozpustn® v nepol§rnych MF. NP-LC je met·da voŎby pre silne 

hydrofóbne látky nerozpustn® v pol§rnych rozp¼ġŠadl§ch a vo vode, ktor® by sa pevne 

zachytávali na RP.  

Separácia je zaloģen§ na adsorbļnej chromatografii zaloģenej na rozdielne silných 

polárnych interakciách analytov so SF (ļ²m s¼ pevnejġie tĨm silnejġie sa analyt zachyt§va 

ï dlhġia retencia). 

Ɓ polárna SF (silikagél, oxid hlinitý, polárne viazané fázy s kyano, diolovou alebo 

amino skupinou) 

Ɓ nepolárna MF (hexán, heptán, dichlórmetán) + mal® mnoģstv§ pol§rnych 

modifikátorov (metanol, etanol). Polárne modifikátory kontrolujú retencie 

analytov (uģ 1% modifik§tora m§ vĨraznĨ vplyv na zmenu retencie). 

Pri NP-HPLC je d¹leģit§ kontrola obsahu vody v mobilnej f§ze, ļo m§ vplyv na tvar 

píku a eluļnĨ ļas a soôsobuje problém s aplikáciou vodného roztoku biologickej vzorky 

na obyļajn¼ silikag®lov¼ kol·nu. 

 

Najļastejġie pouģ²van§ chromatografick§ technika (viac ako 90% vġetkĨch analĨz). 

Dobr® rozl²ġenie aj ġtrukt¼rne pr²buznĨch l§tok (jednoduch® zmeny v retencií a selektivite). 

Ɓ menej polárna SF - chemicky modifikované povrchy (C18, C8, C30, kyano alebo 

fenylová skupina) 

Ɓ polárna MF (vodno-organické zmesi, metanol/voda, ACN/voda ï d¹leģitĨ je 

obsah organick®ho rozp¼ġŠadla) 

Separácia je zaloģen§ na rozdeŎovacej chromatografii, ļiģe na hydrofóbnych 

interakciách (hydrofóbne alebo van der Waalsove interakcie) 

Eluļn§ sila rozp¼ġŠadla definuje ako silno reaguje so SF (menġia retencia analytu). 

Eluļn§ sila rastie v poradí metanol  < ACN < tetrahydrofurán.  

Ļ²m vªļġie je mnoģstvo organick®ho rozp¼ġŠadla tĨm silnejġ² eluent. Zvyġuj¼ca sa 

koncentr§cia organick®ho rozp¼ġŠadla v MF má za následok zn²ģenie retencie a rozl²ġenia, 

selektivita zostáva rovnaká.  

RP-LC je vhodná pre separáciu látok kyslého/zásaditého charakteru, priļom sa do MF 

pridávajú adit²va pre ¼pravu pH (potlaļenie disoci§cie, zvĨġenie retencie, zlepġenie 

symetrie píkov).  
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7.4.3 Chromatografia hydrofóbnych interakcii (HIC)  

 

 

7.4.4 Chromatografia hydrofilných interakcii (HILIC)  

 

 

7.4.5 Iónovo-výmenná chromatografia (IEC) 

 

¶ HIC sa pouģíva najmä pre analýzu proteínov  

¶ ide o RP-HPLC, priļom MF obsahuje vyġġiu koncentr§ciu sol² a SF m§ vyġġiu 

hustotu alkylovĨch reŠazcov a veŎmi kr§tke alkyly (metyl, butyl) oproti RP 

¶ mechanizmus separ§cie je zaloģenĨ na zn²ģenej rozpustnosti prote²nov pri vysokĨch 

koncentráciách solí (amónne a sodné sírany) v MF a na slabých hydrofóbnych 

interakci§ch vonkajġ²ch ļast² proteínu s krátkymi alkylmi na povrch SF (vysoká 

koncentrácia solí posilní tieto interakcie)  

¶ prote²ny s¼ eluovan® zniģuj¼cou sa koncentr§ciou sol² poļas analĨzy  

  

¶ HILIC sa pouģ²va na veŎmi pol§rne l§tky, ktor® vykazuj¼ minim§lnu alebo ģiadnu 

retenciu na RP a z§roveŔ maj¼ veŎmi siln¼ retenciu pri NP 

¶ rovnak® SF ako v NP (silikag®l, aminokol·ny), ale s¼ļasŠou SF je aj voda, ktor§ je 

pr²tomn§ v MF (cca 2%) a priamo sa ¼ļastn² separ§cie  

¶ MF  - acetonitril/voda.  

¶ pri separácii sa uplatŔuje rozdeŎovac² efekt (extrakcia kvapalina/kvapalina, rozdielna 

koncentrácia vody v SF a MF) a iónová výmena  

¶ separácia prebieha v z§vislosti na povahe a poļte pol§rnych skup²n 

  

Separácia je zaloģen§ na iónových interakciách medzi i·nmi analytov a opaļne 

nabitými iónmi v SF.  

Retencia a selektivita je silne z§visl§ na veŎkosti a n§boji analytu ako aj na pH a i·novej 

sile MF. 

Ɓ MF ï vodný roztok, obsahuje protiión s rovnakým nábojom aký má analyt 

(kompetícia s iónmi analytu) 

Ɓ SF ï silné (kapacita nezávislá na pH)/slabé (závisia od pH) iónomeniļe 

¶ ani·nov® meniļe ï pozitívne nabitá SF  

(kvartérne amíny ï silnĨ ionomeniļ, terci§rne am²ny ï slabĨ ionomeniļ) 

¶ kati·nov® meniļe ï negatívne nabitá SF  

(SO3
- - silnĨ ionomeniļ, CO2

-- slabĨ ionomeniļ) 
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7.4.6 Molekulová vyluļovacia chromatografia (SEC) 

 

Separácia polymérnych molekúl a biomolek¼l na z§klade ich veŎkosti (vyġġia MW bude 

eluovaŠ rĨchlejġie) ï penetrácia analytov do pórov SF. 

Ɓ MF sa vyber§ tak, aby zabr§nila akejkoŎvek interakcii analytu so SF (interaguje 

silnejġie so SF ako analyt) 

Ɓ SF - plnené kolóny s polymérnym adsorbentom 

 

2 typy: 

Ɓ g®lov§ permeaļn§ chromatografia (GPC) ð separácia syntetických (rozpustných 

v organickĨch rozp¼ġŠadl§ch) polym®rov 

Ɓ g®lov§ filtraļn§ chromatografia (GFC) ð separácia vo vode rozpustných 

biopolymérov 

 

Obrázok 7-13. Separácia pomocou vyluļovacej chromatografie podŎa veŎkosti 

 (prevzaté a upravené z Králová B. a kol., 2014. 
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7.4.7 Afinitná chromatografia 

 

Afinitná chromatografia je kvapalinov§ chromatografia, ktor§ vyuģ²va bioġpecifick¼ 

vªzbu medzi ligandom a analytom (aspoŔ jedna z interaguj¼cich molek¼l je biopolymér) 

na izoláciu biopolymérov z biologického materiálu. Ide o adsorpļn¼ chromatografiu.  

¶ bioligandy so separovanou l§tkou tvoria bioġpecifick®, pevn® a reverzibil® 

komplexy zaloģen® na nekovalentných interakciách  

o bioligandy musia obsahovaŠ skupinu, ktor¼ moģno vyuģiŠ pre kovalentnú 

vªzbu na pevnĨ inertnĨ nosiļ  

¶ naviazan§ biomolekula sa potom uvoŎn² z kol·ny ġpecifickou (voŎnĨm ligandom) 

alebo neġpecifickou (zmenou podmienok) elúciou, pri ktorej komplex 

biomolekula-bioligand prest§va byŠ stabilnĨ a biomolekula sa desorbuje z kolóny 

¶ ligand m¹ģe byŠ vªzbou na pevnĨ nosiļ modifikovanĨ, takģe rovnov§ģna konġtanta 

medzi viazaným bioligandom a biomolekulou nemus² byŠ rovnak§ ako v prípade 

voln®ho komplexu, kedy sa rovnov§ģna konġtanta stanovuje v roztoku  

¶ úspech bioafinitnej chromatografie z§leģ² vo veŎkej miere na tom, ako sa podar² 

vytvoriŠ pre tvorbu ġpecifick®ho komplexu podmienky analogické tým, ktoré 

existujú v prírode  

 

 

Ideálny inertnĨ nosiļ by mal spŌŔaŠ niekoŎko poģiadaviek: 

Ɓ nerozpustnosŠ 

Ɓ nulov§ adsorpļn§ kapacita 

Ɓ dostatoļn§ permeabilita a veŎkĨ ġpecifickĨ povrch 

Ɓ vysok§ pevnosŠ a vhodn§ forma ļast²c 

Ɓ chemick§ reaktivita umoģŔuj¼ca vªzbu ligandu 

Ɓ chemick§ stabilita za podmienok poģadovanĨch pre vªzbu, desorbciu 

a regeneráciu 

Ɓ rezistencia k enzýmovému a mikrobiálnemu napadnutiu 

Ɓ hydrofilnĨ charakter (zniģuj¼ sa neġpecifick® vªzby) 

Ɓ níka cena 

Medzi najļastejġie nosiļe patria: 

¶ agaróza  

o  výhody: otvoren§ ġtrukt¼ra, ktor§ umoģŔuje prienik biopolym®rov 

s vysokou molekulovou hmotnosŠou  

o  nevýhoda: n§chylnosŠ k bakteriálnej kontaminácii 

¶ polyakrylamid  

o výhoda: odolnosŠ voļi chemickému a mikrobiálnemu pôsobeniu  

o  nevýhoda: mal§ porozita ļast²c a zmenġovanie objemu pri chemickej 

modifikácii 

¶ Celulóza, dextrány  
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V niektorĨch pr²padoch m¹ģe byŠ ligand naviazanĨ na nosiļ priamo.  

VeŎmi ļasto je ligandom nízkomolekulárna látka s MW menej ako 5000 a biomolekula 

je látka vysokomolekulárna. Väzbe biomolekuly na ligand br§nia st®rick® prek§ģky a v tom 

pr²pade je treba ligand oddialiŠ od povrchu nosiļa (pomocou spacera) aby sa stal pre 

biomolekulu dosiahnuteŎnĨ.  

ü spacery - najļastejġie sa pouģ²vaj¼ kratġie line§rne uhl²kov® reŠazce (na jednom 

konci je chemick§ skupina, ktor§ sa viaģe na nosiļ, na druhom konci tzv. 

terminálna skupina viaģ¼ca sa na ligand)  

ü dŌģka ramena a sp¹sob jeho pripojenia na nosiļ s¼ veŎmi d¹leģit® faktory, ktor® 

významne prispievaj¼ k ¼speġnosti separ§cie  

ü pr²liġ dlh® rameno m¹ģe obsahovaŠ hydrof·bne z·ny, ktor® m¹ģu navz§jom 

interagovaŠ a tak sp¹sobiŠ jeho ohnutie a skr§tenie jeho efekt²vnej dŌģky, tieto 

zóny môģu sp¹sobiŠ tieģ neġpecifick® sorpcie, ohnutie ramena a skr§tenie 

efekt²vnej dŌģky 

 

 

Obrázok 7-14 Spacer pouģ²vanĨ v afinitnej chromatografii  

(prevzaté z Králová B. a kol., 2014). 
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Ako ligandy s¼ vhodn® zl¼ļeniny, ktor® so separovanou molekulou tvoria 

bioġpecifick®, pevn® a reverzibilné komplexy.  

¶ musia obsahovaŠ skupinu, ktor¼ moģno vyuģiŠ pre kovalentnú väzbu na pevný 

nosiļ  

¶ pre izol§ciu biomolek¼l s¼ najvhodnejġie ligandy, ktor® s biomolekulou d§vaj¼ 

komplexy s rovnov§ģnou konġtantou v oblasti 10-4 aģ 10-8 (dostatoļne pevn® a 

zároveŔ zabezpeļuj¼ Ŏahk¼ desorbciu)  

¶ pr²liġ labiln® komplexy nezaistia dokonal¼ separ§ciu, pr²liġ pevné komplexy 

komplikujú desorbciu  

 

Nízkomolekulárne ligandy  

ü vyġġia stabilita a jednoznaļne definovanĨ sp¹sob väzby  

ü st®ricky nedosiahnuteŎn® pre veŎk® biomolekuly, preto sa medzi ne a 

nerozpustnĨ nosiļ vloģ² odŅalovacie rameno (spacer)  

Vysokomolekulárne ligandy  

ü najļastejġie bielkoviny alebo nukleov® kyseliny, maj¼ niektor® nevĨhody: m¹ģe 

doch§dzaŠ k denaturácii a strate aktivity 

ü majú nedefinovaný spôsob väzby - na ich vªzbe na nerozpustnĨ nosiļ sa podieŎa 

viac funkļnĨch skup²n 

 

Okrem ġpecifickĨch ligandov sa pri bioafinitnej chromatografii uplatŔuj¼ aj vġeobecn® 

ligandy.  

ü interagujú selektívne a reverzibilne s celou skupinou komplementárnych 

biomolekúl  

ü maj¼ menġiu selektivitu ale vyġġiu vyuģiteŎnosŠ  

ü takĨmito ligandami m¹ģu byŠ kofaktory (napr. koenzĨm A), lekt²ny, 

receptorové proteíny, proteíny pre nukleotidy a nukleové kyseliny, substráty 

enzýmových reakcii, inhibítory enzýmových reakcii 
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Neġpecifick§ afinitn§ chromatografia 

 

 

 

 

Partnerom pri chromatografickej separácii nemusia byŠ nutne len zl¼ļeniny, ktor® 

navz§jom interaguj¼ v organizme, ale m¹ģu to byŠ aj zl¼ļeniny, ktor® sa v organizmoch 

v¹bec nevyskytuj¼ a aj napriek tomu maj¼ urļit¼ skupinov¼ ġpecificitu voļi separovanĨm 

l§tkam. Potom hovor²me vġeobecne o afinitnej chromatografii a vzhŎadom k tomu, ģe 

ġpecificita takĨch ligandov nie je nikdy absol¼tna, hovor²me o neġpecifickej afinitnej 

chromatografii .  

ü vġetky pr²pady, kde pouģijeme vġeobecnĨ ligand  

ü pre pouģitie afinitn®ho sorbentu moģno pouģiŠ aj syntetick® ligandy, ktor® s¼ 

organizmu úplne cudzie  

ü tie maj¼ schopnosŠ jednoduchĨch alebo komplexnĨch interakcii so separovanĨmi 

l§tkami, ktor® vġak nemaj¼ bioġpecifickĨ charakter  

ü pr²ļinou afinity m¹ģe byŠ st®rick§ podobnosŠ s niektorou v organizme sa 

vyskytujúcou látkou, alebo pomocou fyzikálno-chemických interakcii    

PodŎa typu interakcie, ktor§ sa pri neġpecifickej afinitnej chromatografii uplatŔuje, 

zaraŅujeme met·dy do niekoŎkĨch skupín:  

Ɓ chromatografia na sorbentoch s viazanými farbivami (dye-binding) 

Ɓ chromatografia na sorbentoch s kovmi (metal-chelate) 

Ɓ chromatografia s prenosom náboja (charge-transfer) 

Ɓ chromatografia s kovalentnou väzbou (kovalentná chromatografia) 

Ɓ chromatografia s heterobifunkļnĨmi afinitnĨmi ligandami 

Ɓ chromatografia s hydrofóbnou interakciou (hydrofóbna chromatografia) 
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Imunoafinitná chromatografia 

 

 

 

 

Imunoafinitná chromatografia je zaloģen§ na interakcii AG-PL. Imunoafinitná 

chromatografia (oznaļovan§ aj chromatografia na inumosorbentoch) dosiahla znaļného 

vyuģitia v praxi.  

ü imunosorbenty s¼ nosiļe (zvyļajne celul·za), na ktor® je imobilizovan§ ako 

ligand PL (Ig).  

ü PL tvor² veŎmi pevn® a ġpecifick® komplexy s AG, ktor® maj¼ byŠ separovan®  

ü imunoafinitn¼ chromatografiu moģno pouģiŠ aj na separ§ciu 

nízkomolekul§rnych l§tok, ktor® nemaj¼ imunog®nne vlastnosti, ale ġpecificky 

reagujú s PL (tzv. haptény ï mono a oligosacharidy, hormóny, alergény)  

ü PL sa tvoria proti hapténom, len v tom prípade ak sú naviazané na 

vysokomolekul§rny nosiļ (prote²ny)  

ü komplex AG-PL je veŎmi pevnĨ, jeho desorpcia AG z imobilizovanej PL je 

veŎmi n§roļn§ (elektroel¼cia) 

ü ak je separovanou l§tkou PL, tie keŅģe s¼ stabiln® moģno desorbovaŠ pomocou 

deformujúcich pufrov alebo roztokom s vysokým obsahom AG ako 

kompetujúceho ligandu.  

ü keŅ je separovanou látkou haptén, el¼cia nerob² ģiadne probl®my  

 

 

Obrázok 7-15. Princíp imunoafinitnej chromatografie  

(prevzaté a upravené z Nováková, L. a kol., 2013). 
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7.4.8 Chirálna HPLC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chirálna bioanalýza sa pouģ²va na stanovenie stereochemickej formy lieļiva, ktor® sa 

nach§dza v organizme, ak® mnoģstvo z jednotlivĨch foriem je pr²tomn®, ļi jedna forma 

prechádza na druhú.  

Chir§lne separ§cie prebiehaj¼ buŅ ako: 

a) nepriame analýzy  

¶ derivatiz§cia lieļiva po extrakcii z biologickej vzorky so stereochemicky 

ļistĨm derivatizaļnĨm ļinidlom, ktorĨ obsahuje len jeden enantiom®r)  

b) priame analĨzy (pouģitie mobilnej chir§lnej f§zy alebo chir§lnej stacion§rnej 

f§zy). Pouģitie SF je cenovo vĨhodnejġie a dostupnejġie ako chir§lne MP.  

¶ chirálne selektory: polysacharidy a ich deriváty (celulóza, amylóza, CDs), 

syntetické polyméry a ich deriváty (polyakrylamid), syntetické chirálne 

selektory (crown-étery, selektory tvoriace komplexy s kovmi), imobilizované 

proteíny, makrocyklické antibiotiká 

¶  pri separácii vzniknú stereoizomérne komplexy, ktoré vstupujú do interakcie 

s nechirálnou stacionárnou fázou a v dôsledku ich rozdielnej stability 

dochádza k separácii enantiomérov  

¶ je vģdy nevyhnutn® pouģiŠ iba jeden izomér chirálneho selektora 

¶ nevĨhodou je veŎk§ spotreba chir§lneho adit²va, niģġia separaļn§ ¼ļinnosŠ 

a reprodukovateŎnosŠ, riziko n²zkej rozpustnosti chir§lneho adit²va v mobilnej 

fáze 
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7.5 Dvojdimenzionálna kvapalinová chromatografia (2D-LC) 

Dvojdimenzionálna kvapalinová chromatografia (2D-LC) vyuģ²va ortogonálnych 

vlastnost² r¹znych separaļnĨch m·dov, kde sa v jednej dimenzii separuj¼ l§tky podŎa dŌģky 

alkylov®ho reŠazca a v druhej podŎa polarity. Pre niektor® aplik§cie je moģnosŠ pouģitia 

rovnakých módov, napr. separácia peptidov pomocou RP-HPLC s rôznym pH (10 a 2,6).  

Rozoznávame 2D-LC spájanú 

¶ On-line  

Å 1. dimenzia ï pomalá analýza, pouģ²vaj¼ sa dlhé kolóny s malým 

priemerom 

Å 2. dimenzia ï veŎmi rĨchla, pouģ²va kr§tke kol·ny s veŎkĨm vnútorným 

priemerom 

Å úplne automatick§, technicky n§roļn§ 

¶ Off-line  

Å zber frakcii látok po separácii v 1. dimenzii a následná analýza frakcii 

pomocou druhej kolóny 

Å doba analĨzy nie je obmedzen§, moģnosŠ opakovania analĨz 

Å technicky nen§roļn§ (jeden HPLC syst®m), ļasovo n§roļn§  

 

 

Obrázok 7-3. Dvojdimenzionálna kvapalinová chromatografia  

(prevzaté z www.agilent.com/library/usermanuals/2DLC_USR_EN.pdf). 

 

http://www.agilent.com/library/usermanuals/2DLC_USR_EN.pdf
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Z hŎadiska princ²pu priebehu separ§cie v 2D-LC rozoznávame: 

ñheart-cutò analýzy, kedy v prvej dimenzii cielene vystrihneme zónu látky a 

prenesieme do druhej dimenzie.  

 

Obrázok 7-17. Heart cutting 2D-LC  

(prevzaté a upravené z www.agilent.com/library/usermanuals/2DLC_USR_EN.pdf).  
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 ñmultiple heart-cuttingò, kedy sa tento princ²p pouģ²va na viacero l§tok, ktor® n§s 

zaujímajú. Pri tomto type 2D-LC ide o cielenú analýzu.  

 

Obrázok 7-18. Viacnásobný heart-cutting 2D-LC  

(prevzaté a upravené z www.agilent.com/library/usermanuals/2DLC_USR_EN.pdf). 
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7.6 LC na ļipe  
 

komprehenzívna analýza, kedy celý eluent prechádza plynulo z prvej do druhej 

dimenzie, ļ²m z²skavame komplexnĨ pohŎad na analyzovan¼ vzorku.    

 

Obrázok 7-19 Komprehenzívna 2D-LC  

(prevzaté a upravené z www.agilent.com/library/usermanuals/2DLC_USR_EN.pdf). 
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Miniaturizácia neobchádza ani chromatografické techniky a teda aj LC analĨzy m¹ģu 

prebiehaŠ na tzv. ļipoch a vtedy hovoríme o tzv. nano-LC. T§to technika sa pouģ²va ļasto 

v proteomike.  

Medzi hlavné nevýhody patria: vysoká závislosŠ extra kolónových objemov, nízka 

citlivosŠ, limitované moģnosti stacionárnych fáz 

 

Obrázok 7-20 LC na ļipoch  

(prevzaté a upravené z www.agilent.com/labs/features/2004microfluidics.html). 
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7.7 LC-MS 
 

Pri LC-MS spojení má rozhranie zabezpeļiŠ ide§lnu ioniz§ciu poskytujúcu 

molekulárny ión.  

¶ najļastejġie sa pouģ²vaj¼ zdroje APCI pre mal® molekuly, ESI pre biomolekuly  

¶ prvotn® analĨzy sa vªļġinou robia v pozit²vnom aj negat²vnom móde  

¶ ESI potrebuje nízke prietoky (cca. 200 mL/min) pre stabilný elektrosprej 

(ļasto sa pouģ²va tzv. splitter), ktoré zabezpeļuj¼ vyġġiu citlivosŠ (pouģitie tzv. 

nano-spreja pri analýzach proteínov, peptidov)  

¶ APCI poskytuje optimálne parametre pri vysokých prietokoch (1-2 ml/min) 

a konvenļnĨch HPLC pr²strojoch  

¶ ako analyzátory sa najļastejġie pouģ²vaj¼ kvadrup·ly (najmª v tandemovej MS), 

iónové pasce, analyzátory doby letu 

 

 
KeŅģe MF má výrazný vplyv na MS detekciu, ako rozp¼ġŠadl§ sa pouģ²vaj¼:  

Å  ESI ï  voda, metanol, ACN (odvzduġnen®), pri vysokom obsahu vody musia byŠ 

vyġġie teploty v zdroji (pomoc pri odparovan²), rozp¼ġŠadl§ pre NP nie s¼ vhodn® 

Å APCI ï rozp¼ġŠadl§ pre NP 

Ako aditíva do MF sa pouģ²vaj¼ prchav® l§tky: 

Å kyselina octov§, mravļia (0,1-1%) ï supresia ionizácie v negatívnom móde 

Å hydroxid amónny, trietylamín (0,1-1%) ï supresia ionizácie v pozitívnom móde 

Å octan amónny (<0,1 mol/l) 

Å trifluorooctová kyselina (<0,1%) ï analýza peptidov a proteínov 

Å surfaktanty, detergenty, anorganick® kyseliny (s²rov§, fosforeļn§) ï nevhodné 

Å r¹zne adit²va a neļistoty v MF (pouģ²vanie chemik§lii LC-MS ļistoty ï menġ² 

obsah sodíka a draslíka ï niģġia tvorba aduktov) 

 

 

 Pri kvantifikácii pomocou LC-MS pouģ²vame inern® ġtandardy (IS): 

¶ IS s podobnými fyzikálno-chemickĨmi vlastnosŠami, priļom mus² byŠ eluovanĨ  

v inom ļase ako analyt 

¶ IS ako ġtrukt¼rne homologickĨ ġtandard (LC aj MS vlastnosti lepġie zodpovedaj¼) 

¶ izotopicky znaļen® ġtandardy (totoģn® vlastnosti s analytom okrem m/z 

o ideálny je posun o 4-5 hmotnostných jednotiek, aby nedochádzalo 

k interferencii s izotopovou obálkou 

o vhodnejġie s¼ ġtandardy znaļen® C13, N15, O17 ako s H2, pretoģe deut®rium 

a vod²k maj¼ viac odliġnĨch vlastnost² (acidita, torba vod²kovĨch vªzieb) 
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7.8. Optimalizácia LC metódy  

¶ fyzikálno-chemick® vlastnosti vzorky a cieŎ (SciFinder, Eur·psky liekopis) 

o ġtrukt¼ra, funkļn® skupiny 

o polarita (logP) 

o MW 

o rozpustnosŠ 

o acidobázické vlastnosti (pKa) 

o fyzik§lne konġtanty (prchavosŠ, absorpļn® maxim§, redoxn® potenci§ly atŅ.) 

o stabilita 

¶ výber detekcie 

¶ voŎba separaļn®ho m·du  

o loP >1 RP  

o logP<1 NP  

o malé polárne molekuly so zápornými hodnotami logP (HILIC alebo iónpárová 

chromatografia) 

¶ voŎba SF (rozmery kol·ny ako s¼ dŌģka a priemer maj¼ vplyv na rozl²ġenie, ġ²rku 

píku, dobu analýzy, LOD, tlak a objemový prietok)  

o separaļn§ kapacita kol·ny vyjadruje maxim§lne mnoģstvo l§tky, ktor® je 

kol·na schopn§ rozseparovaŠ  

o pri objemovom preŠaģen² kol·ny doch§dza k chvostovaniu a predlģovaniu 

ļasu p²ku priļom zaļiatok eluuje rovnako 

o pri l§tkovom preŠaģen² doch§dza k skracovaniu ļasu   

¶ voŎba MF (výber izokratická/gradientová elúcia, pH, teplota, prietok) 

o chromatografické spr§vanie sa l§tky podliehaj¼cej disoci§cii m¹ģeme 

oplyvniŠ ¼pravou pH kedy je disoci§cia potlaļen§ (doch§dza k zĨġeniu 

retencie a zanedzeniu chvostovania) 

o pre slabé kyseliny je to pH < 7 (pH 2-5) a pre slabé zásady pH > 7 (pH 8-10)  

o gradient ovplyvŔuje rozl²ġenie, ļ²m strmġ² gradient tĨch horġie rozl²ġenie  

Ġpeci§lne pr²pady: 

¶ analýza peptidov  

o RP-LC s 0.1% TFA/DFA a 0.1%FA v usporiadaní kapilárnom alebo nanoLC 

o endcapovan® f§zy C8 a C1, ļo zvyġuje hydrolytick¼ stabilitu 

o pentafluorfenylpropylov§ f§za m§ lepġiu selektivitu pre male peptidy 

o 2D chromatografia 

o UV detekcia pri 210nm 

o HRMS pre identifikáciu 

 

¶ analýza proteínov  

o molekulov§ vyluļovacia chromatografia, i·novovĨmenn§ chromatografia, HIC a RP 

o pri pouģit² RP doch§dza k denatur§cii vplyvom vysokého obsahu organickej zloģky 

o pouģ²vaj¼ sa fázy C4-C6, ktor® vyģaduj¼ niģġ² podiel organiky v porovnaní s C8-

C18 

o endcapovan® SF s veŎkosŠou p·rov aspoŔ 30 nm (1 A° = 0,1nm)  
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Priestor na vlastné pozn§mky, pr²padne upresnenia textu odznen® v predn§ġkach: 
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8. Validácia bioanalytických metód 
 

 

8.1 Selektivita 
 

 

 

Na valid§ciu bioanalytickĨch met·d pouģ²vame smernice FDA alebo EMA - Guidance 

for Industry (Bioanalytical Method Validation). Parametre, ktoré validujeme pri 

bioanalytických metódach zarŔaj¼:  

· selektivitu 

· linearitu 

· vĨŠaģnosŠ 

· spr§vnosŠ 

· presnosŠ 

· medzu detekcie a medzu stanovenia 

· robustnosŠ 

 

· schopnosŠ analytickej met·dy stanoviŠ analyt v pr²tomnosti l§tok, ktor® sa m¹ģu 

nach§dzaŠ vo vzorke (neļistoty, degradaļné produkty, metabolity, matrica)  

· v migraļnej poz²cii analytu a IS sa nenach§dzaj¼ iné píky interferujúcich látok 

· test selektivity sa uskutoŔuje pomocou analĨz blankovĨch vzoriek pr²sluġnej 

matrice najmenej zo ġiestich zdrojov  

· urļuje sa na ¼rovni LLOQ  

· testuje sa pre kaģdĨ analyt 

 

 

Obrázok 8-1 Selektivita (prevzaté z http://blog.avivanalytical.com/2013/01/selectivity-

enhancement-for-reduction.html) 
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8.2 Spr§vnosŠ a presnosŠ 
 

 

 

 

Spr§vnosŠ (Accuracy): 

· definovaná ako rozdiel medzi výsledkom merania a prijatou referenļnou hodnotou 

- tento rozdiel sa nazýva chyba výsledku (error of result) 

· rozdiel medzi strednou hodnotou výsledku a referenļnou hodnotu reprezentuje 

tzv. bias  

· test správnosti metódy sa uskutoļŔuje porovn§van²m stanovenĨch koncentr§cii 

pomocou kalibraļnĨch kriviek so zn§mymi koncentr§ciami 

· uskutoļŔuje sa pr²davkom zn§mych koncentr§cii analytov ku vzorke (3 hladiny po 

5 meraní) a vyr§ta sa percentu§lna vĨŠaģnosŠ stanoven²m zn§meho pridaného 

mnoģstva analytu do vzorky 

· vĨsledn® hodnoty musia byŠ < 15% priemernej hodnoty  

(na úrovni LLOQ < 20%).  

 

PresnosŠ (Precision): 

· je charakterizovaná ako opakovateŎnosŠ - zhoda medzi sériou viacnásobných 

meraní získaných viacnásobným vzorkovaním homogénnej vzorky 

· opakovateŎnosŠ je presnosŠ za rovnakĨch podmienok v kr§tkom ļasovom 

intervale 

· 15 stanoven² (3 hladiny, kaģd§ po 5 meraní)  

· priemern§ hodnota mus² byŠ  < 15% (na úrovni LLOQ < 20%)  

· stredn§ presnosŠ vyjadruje zmeny v rámci laboratóriá (rôzne dni, rôzni 

pracovníci, rôzne prístroje)  

· reprodukovateŎnosŠ vyjadruje presnosŠ medzi laborat·riami  

· je vyjadrená ako koeficient variácie (CV), alebo relatívna smerodajná odchýlka, 

udáva sa takisto ġtandardn§ odchĨlka a interval spoŎahlivosti  
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8.3 VĨŠaģnosŠ a matricové efekty  
 

 

 

VĨŠaģnosŠ (Recovery): 

· pomer odozvy detektora na analyt pre ġtandardn® roztoky a analyt pridanĨ 

a následne extrahovaný zo vzorky (spikované vzorky)  

· m¹ģe sa urļovaŠ ako vplyv matrice ale aj ako ¼ļinnosŠ extrakcie  

· nemus² byŠ 100%-ná, ale vĨŠaģnosŠ pre analyt a IS m§ byŠ presn§ 

a reprodukovateŎn§  

· uskutoļŔuje sa na 3 koncentraļnĨch ¼rovniach (nízka, stredná a vysoká) 

 

 

Obrázok 8-2. Test na vĨŠaģnosŠ (prevzat® a upraven® z Arsenault, J. 2013). 

 

Matricové efekty (Matrix effects) m¹ģu sp¹sobovaŠ  

ü endogénne zloģky (soli, elektrolyty, polárne látky ï fenoly, am²ny, moļovina, 

cukry, lipidy, peptidy, nemonitorovan® metabolity a ġtrukt¼rne podobn® l§tky) 

ü extrakļn® postupy (reziduá polymérov, ftaláty) 

ü pouģit® chemikálie (soli, ionp§rov® ļinidl§, elektrolyty, organické kyseliny 

(trifluóroctová kyselina) a bázy (trietanolamín), antikoagulanty (Li-heparín)) 
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Pri analĨzach biologickĨch vzoriek sa ļasto stret§vame s matricovými efektami 

(zosilnenie alebo potlaļenie sign§lu), ktoré spôsobujú: 

Å ovplyvnenie odozvy analytu (+/- 20% ï akceptovateŎn®) 

Å rozdiel sign§lov analytov v ġtandardnĨch roztokoch a vo vzorke matrice 

Å ovplyvnenie citlivosti a selektivity 

Å dopad na spr§vnosŠ a presnosŠ ï zhorġen§ kvantifik§cia 

Overenie matricových efektov: 

ü postkolónový prídavok roztoku ġtandardu k mobilnej f§ze 

ü vĨpoļet zo stanovenej koncentr§cie analytu v extrakte, ktorý je obohatený 

ġtandardnĨm roztokom aģ po proces extrakcie vzhŎadom ku koncentr§cii analytu 

v ġtandardnom roztoku 

 

Obrázok 8-3 Test na matricové efekty (prevzaté a upravené z Arsenault, J. 2013). 

ü porovnanie kalibraļnĨch kriviek  (pre látky obsiahnuté v matrici, pre ktoré sa 

ned§ z²skaŠ blankov§ matrica (napr. obsahov® l§tky v rastlinn§ch, fyziologicky 

prítomné endogénne látky v biologických vzorkách) 

 

ü Kalibrácia a kvantifikácia  ï IS (izotopicky znaļen® ġtandardy ï vysoká cena a 

horġia dostupnosŠ), matricov§ kalibraļn§ krivka, met·da ġtandardn®ho pr²davku 
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8.4 Kalibraļn§ krivka 
 

 

 

 

 

 

· indikuje vzŠah medzi zmenou koncentr§cie a odozvou na detektore v urļitom 

zvolenom intervale  

· pripraven§ m§ byŠ pokiaŎ je to moģn® v danej biologickej matrici  

· má obsahovaŠ: blankovú vzorku (matrica bez analytu a IS), nulovú vzorku  

(matrica bez analytu ale s IS) a 6 koncentraļnĨch hlad²n vr§tane LLOQ  

· udáva sa koeficient stanovenia r2>0,95, ¼sek, smernica, rezidu§lna suma ġtvorcov 

 

 

Obrázok 8-4. Kalibraļn§ krivka.  

 

Matricov® efekty m¹ģeme zn²ģiŠ pomocou: 

ü prípravy  vzorky ï preļistenie, vyġġia selektivita, zriedenie vzorky 

ü separaļn§ technika (LC) ï vyġġia separaļn§ ¼ļinnosŠ, nano-LC, zmena 

selektivity, gradientová elúcia 

ü detekļn§ technika (MS) ï geometria i·nov®ho zdroja, vyġġia selektivita, 

ionizaļn® techniky (negat²vny z§znam i·nov ï vyġġia selektivita, menej látok 

vykazuje odozvu) 

ü kalibrácie a kvantifikácie ï IS (izotopicky znaļen® ġtandardy ï vysoká cena a 

horġia dostupnosŠ), matricov§ kalibraļn§ krivka, met·da ġtandardn®ho pr²davku 
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8.5 Medza detekcie a medza stanovenia 
 

 

8.6 RobustnosŠ 
 

 

8.7 Stabilita 
 

 

  

· dolná medza stanovenia (lower limit of quantification, LLOQ ) je najniģġ² ġtandard 

kalibraļnej krivky, priļom  

o odozva analytu pri LLOQ mus² byŠ aspoŔ 5 n§sobok odozvy blanku 

o odozva mus² byŠ reprodukovateŎn§, presnosŠ a spr§vnosŠ merania blanku < 20%  

o aspoŔ 5 vzoriek, udanĨ koeficient variácie a interval spoŎahlivosti 

· horná medza stanovenia (upper limit of quantification, ULOQ ) je najvyġġ² ġtandard 

kalibraļnej krivky 

o odozva mus² byŠ reprodukovateŎn§, presnosŠ a spr§vnosŠ merania blanku < 15%  

· limit detekcie (LOD ) je najmenġie mnoģstvo analytu, ktor® m¹ģe byŠ danou met·dou 

detegované a pri ktorom analytickĨ sign§l moģno ġtatisticky vĨznamne odl²ġiŠ od 

ġumu 

· pomer S/N (LOD = 3, LOQ = 10) 

· LOD = 3,3*sa/b    

· LOQ = 10*sa/b 

sa ï ġtandardn§ odchĨlka y-nových hodnôt 

b - smernica 

 

 

 

 

· schopnosŠ z²skaŠ spr§vne vĨsledky aj pri malĨch zmen§ch v parametroch met·dy 

(pH mobilnej fázy, zloģenie rozp¼ġŠadiel, ...) 

 

 

 

 

· stabilita pri zmrazovaní a rozmrazovaní vzorky (3 cykly) 

· krátkodobá stabilita 

· dlhodobá stabilita 

· stabilita zásobných roztokov 

· zmeny v obsahu m¹ģu byŠ do 15% 
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Priestor na vlastn® pozn§mky, pr²padne upresnenia textu odznen® v predn§ġkach: 
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9. Đlohy na rieġenie  
 

9.1 Predúprava vzorky 
 

Navrhnite akú predúpravu vzorky by ste zvolili pri uvedených aplikáciách a pouģit² vybranej 

analytickej techniky: 

 

1. pri sledovaní farmakokinetiky daného lieļiva v plazme pomocu ...X... ako analytickej 

metódy; 

 

(feniramín) 

 

2. pri sledovaní farmakokinetiky daného vĨģivov®ho doplnku v moļi pomocu...X... ako 

analytickej metódy; 

 

 (kyselina askorbová) 

 

 

3. pri stanovení danej drogy vo vlasoch pomocu...X... ako analytickej metódy; 

 

(amfetamín) 
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4. pri stanovení danej drogy v moļi pomocu...X... ako analytickej metódy; 

(metamfetamín) 

 

5. pri stanovení danej obsahovej látky v listoch Mentha Piperita pomocu...X... ako 

analytickej metódy; 

 

(mentol) 

 

(hesperidín) 

 

6. pri stanovení danej látky v listoch zelen®ho ļaju pomocu...X... ako analytickej 

metódy; 

(endosulfán sulfát) 
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7. stanovení danej látky v listoch ļierneho ļaju pomocu...X... ako analytickej metódy; 

 

 (DDT) 

 

8. stanovení danej látky v mäse pomocu...X... ako analytickej metódy; 

 

(amoxicilín) 

 

9. stanovení danej látky vo vajciach pomocu...X... ako analytickej metódy; 

 

(tetracyklín) 

 

10. pri stanovení daného biologika v sére pomocu...X... ako analytickej metódy; 

 (infliximab)  
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11. pri stanovení danej endogénej látky v plazme pomocu...X... ako analytickej metódy  

(histidín) 

 

 (serotonín) 

 

 

 (spermin) 
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Predúprava vzorky 

Aké sú hlavné fyzikálno-chemické charakteristiky daného analytu potrebné pre 

správny výber predúpravy vzorky s ohŎadom na pouģit¼ separaļn¼ techniku a typ 

detekcie (X = LC-UV, LC-MS, CE-UV, CE-MS, CE-LIF, GC -MS) 

Ġtrukt¼ra a funkļn® skupiny  

Molekulov§ hmotnosŠ  

Polarita (logP)  

Acidobázické vlastnosti (pKa)  

PrchavosŠ  

RozpustnosŠ  

Stabilita  

Aký typ predúpravy vzorky s ohŎadom na izol§ciu analytu by ste pouģili pred 

samotnou analýzou? 

 

Je potrebn§ pr²padn§ derivatiz§cia analytu vzhŎadom na pouģit¼ detekļn¼ techniku? 

 

Ak® s¼ vªļġinou koncentrácie daného analytu v pr²sluġnej matrici? Je potrebné 

prípadné zakoncentrovanie analytu ? Ak áno, aký typ zakoncentrovania by ste 

pouģili? 
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9.2 Hmotnostná spektrometria 
 

A. Urļenie molekulovej hmotnosti (MW)  

Pri urļovan² molekulovej hmotnosti sa riadime dus²kovĨm pravidlom: 

Ɓ Nepárna MW = nep§rny poļet N v molekule 

Ɓ Párna MW = p§rny poļet N v molekule 

 

Pri urļovan² MW z hmotnostnĨch spektier si v MS spektr§ch vġ²mame: 

1. i·n s najvyġġou hodnotou m/z v spektre  

2. na základe iónov [M+H]+, [M-H]-, M+ alebo aduktov s molekulou [M+Na]+, [M+K] +, 

[M+NH4]
+v pozitívnom móde, [M+CH3COO]-, [M+HCOO]- [M+Cl] -v negatívnom 

móde, niekedy vznikajú aj dimérne ióny [2M+H]+, [2M+Na]+ 

3. ión M+ obvykle poskytuje logické straty, napr. 15 (metyl), 18 (voda), 28 (etylén, CO), 

35 alebo 36 (Cl, HCl) 

4. existuj¼ aj tzv. Ăzak§zan® stratyñ 4-14 a 21-25 (napr. strata m/z 14 (ïCH2) je veŎmi 

nepravdepodobn§, na druhej strane rozdiel medzi dvoma fragmentovĨmi i·nmi m¹ģe 

byŠ 
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TabuŎka 3. Najļastejġie adukty v pozitívnych a negatívnych API hmotnostnostných spektrách 

(Holļapek a kol. 2010). 

 

Pri analýze látok v biologickĨch vzork§ch m¹ģu byŠ spektr§ ruġen® aj tzv. matricovĨmi 

i·nmi. Ļasto sa v spektr§ch nach§dzaj¼ napr. ftal§ty (plastový laboratórny materiál) 

s charakteristickými m/z 149, 279, 301, 391, 413, alebo PEGs (plastový laboratórny materiál, 

rukavice, krémy na ruky) typický ozdiel v m/z 44.   
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B. Urļenie veŎkosti n§boja 

Urļenie n§boja a molekulovej hmotnosti sa veŎmi ļasto pouģ²vaj¼ v proteomike. Pri 

urļovan² n§bojov®ho stavu a MW prote²nu postupujeme nasledovne: 

 

A= 1029.6 = (MW + z) / z 

B= 975.6 = (MW + z + 1) / (z + 1) 

z = 18 

A: MW = 1029.6*18 ï 18 = 18514.8 

B: MW = 975.6*19 ï 19 = 18517.4 
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N§boj dan®ho i·nu m¹ģeme urļiŠ aj zo vzdialenosti medzi izotopickĨmi p²kmi, ļ²m m§ i·n 

vªļġ² n§boj, tĨm je vzdialenosŠ menġia. 

m/z 91      m/z 61 

m/z  = (MW + z) / z    m/z  = (MW + z) / z 

91 = (MW + 2) / 2    61 = (MW + 3) / 3 

MW = 91*2 ï 2 = 180    MW = 61*3 ï 3 = 180 
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C. Sledovanie metabolizmu lieļiv 

Z§kladnou funkciou metabolizmu je transform§cia l§tky na metabolity s vyġġou 

rozpustnosŠou vo vode, ktor® m¹ģe byŠ eliminovan® z tela.  

Má dve základné fázy: 

· I. fáza ï reakļn® zmeny funkļnĨch skup²n: oxidaļn® (hydroxyl§cia, epoxid§cia) a 

redukļn® (redukcia karbonylu) reakcie, dealkyl§cia na heteroat·me, hydrolĨza esterov 

atŅ. 

· II. fáza ï konjugaļn® reakcie (napr. glukuronidácia, sulfatácia, glykozylácia, reakcie s 

aminokyselinami, metyl§cie atŅ.) 

TabuŎka 4. Najļastejġie posuny m/z pri metabolickĨch reakci§ch (Holļapek a kol. 2010).  

 

 



 142 

 

 

  


