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Anotace 
Tato diplomová práce je věnována zavedení metody pro stanovení kyseliny salicylové 

pomocí HPLC/FLD a jejímu následnému využití pro analýzu reálných rostlinných vzorků. V 

teoretické části jsou uvedeny fyzikální a chemické vlastnosti stanovované látky. Pozornost je 

věnována procesu syntézy kyseliny salicylové v rostlinách a její funkci při regulaci 

fyziologických procesů. V rámci literární rešerše bylo zahrnuto i porovnání analytických 

metod pro stanovení kyseliny salicylové a rovněž srovnání možností extrakce kyseliny 

salicylové z rostlinného materiálu. Experimentální část se zabývá optimalizací 

chromatografické separace (délka kolony a složení mobilní fáze), optimalizaci fluorescenční 

detekce a postupu extrakce kyseliny salicylové z rostlinných vzorků. Pro metodu byly 

stanoveny meze detekce, meze kvantifikace a kalibrační rozsahy kyseliny salicylové pro 

jednotlivé kolony. Zavedená metoda byla použita pro kvantifikaci kyseliny salicylové ve 

vzorcích rostlin (Arabidopsis thaliana a Papaverum somniferum). 

Annotation 
This master's thesis is devoted to the introduction of a method for the determination of 

salicylic acid using HPLC-FLD and its subsequent use for the analysis of real plant samples. 

The physical and chemical properties of the determined substance are presented in the 

theoretical part. Attention is paid to the process of salicylic acid synthesis in plants and its 

function in the regulation of physiological processes. A comparison of analytical methods for 

the determination of salicylic acid as well as a comparison of the possibilities of extraction of 

salicylic acid from plant material were included in the literature search. The experimental part 

deals with optimization of chromatographic separation (column length and mobile phase 

composition), optimization of fluorescence detection and procedure for extracting salicylic 

acid from plant samples. Limits of detection, limits of quantification and calibration ranges of 

salicylic acid for individual columns were determined for the method. The established method 

was used for the quantification of salicylic acid in plant samples {Arabidopsis thaliana and 

Papaverum somniferum). 
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l Ú v o d 

Kyselina salicylová patří do skupiny rostlinných fenolických látek. V rostlinách působí 

jako důležitá signalizační látka, která je syntetizována jako odezva při napadení patogenem 

nebo při abiotickému stresu způsobeném teplem, chladem, salinitou, suchem a toxicitou kovů. 

Funkce kyseliny salicylové není omezena jen na obranyschopnost rostliny, má pozitivní vliv 

také na vývoj květů a termogenezi. Biosyntéza kyseliny salicylové probíhá dvěma 

metabolickými cestami. Z biologického hlediska je zajímavé rozlišovat v rostlinách obsah 

volné a vázané kyseliny salicylové. Předložená magisterská práce je věnována zavedení 

postupu extrakce a vlastnímu stanovení jak volné, tak vázané kyseliny salicylové v rostlinách. 

Pro stanovení kyseliny salicylové byla zvolena vysokoúčinná kapalinová chromatografie s 

fluorescenční detekcí (HPLC-FLD), která patří mezi jednu z nej používanějších separačních 

metod v praxi. 
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2 Cíle práce 
Cílem diplomové práce je zavedení metody pro analýzu kyseliny salicylové pomocí 

vysokoúčinné kapalinové chromatografie s fluorescenční detekcí (HPLC-FLD) a její použití 

ke stanovení obsahu této látky v rostlinných vzorcích. Dalším cílem je zavedení a optimalizace 

extrakce kyseliny salicylové z rostlinného materiálu. 

Diplomová práce má následující dílčí cíle: 

• rešerše možností stanovení kyseliny salicylové pomocí HPLC, 

• vývoj, optimalizace a validace analytické metody, 

• vývoj a optimalizace extrakce kyseliny salicylové z rostlinných vzorků, 

• analýza získaných extraktů pomocí HPLC-FLD s využitím zavedené metody. 
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3 Teoretická část 

3.1 Kyselina salicylová 

3.1.1 Základní charakteristika 

Kyselina salicylová je karboxylová kyselina s vzorcem C ô H 4 ( O H ) C O O H a 

molekulovou hmotností 138,12 g/mol. Systematický název je kyselina 

2-hydroxybenzenkarboxylová, popřípadě kyselina o-hydroxybenzoová (Obrázek 1). Název 

kyseliny salicylové pochází z latinského názvu vrby bílé (Salix alba), v jejíž kůře se tato 

kyselina vyskytuje v koncentraci okolo 1 mg/g (Warmiňski et al., 2021). Při laboratorních 

podmínkách se kyselina salicylová vyskytuje jako bílý krystalický prášek bez zápachu (Vlot 

et al., 2009). Kyselina salicylová je špatně rozpustná ve vodě (0,2 g/100 ml H2O při 20 °C). 

Výrazně vyšší rozpustnost je při laboratorní teplotě v propanolu (27,36 g/100 ml), ethanolu 

(34,87 g/100 ml) či acetonu (396 g/100 ml) (O'Neil, 2006, Maruri-López et al., 2019, Raskin, 

1992). Disociační konstanta, resp. hodnota pK a kyseliny salicylové je při 20 °C 2,78-2,98 

(Serjeant et a l , 1979, Davies et al., 2015) 

Kyselina salicylová se vyrábí pomocí Kolbeho syntézy z fenolu nebo fenolátu 

sodného. Fenolát sodný reaguje působením oxidu uhličitého za vysokého tlaku a teploty 

125 °C v prostředí hydroxidu sodného. Konečný produkt se získá z disodné soli působením 

H2SO4 (Hampl et al., 2007). Tato syntéza je znázorněna na Obrázku 2. 

.OH 

Obrázek 1: Vzorec kyseliny salicylové 

OH 

Obrázek 2: Kolbeho syntéza kyseliny salicylové 
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Kyselinu salicylovou řadíme do skupiny rostlinných fenolu, které patří mezi 

sekundární metabolity rostlin. Kyselina salicylová má důležitou roli v regulaci rostlinného 

růstu a vývoje a řadí se mezi fytohormony. Kyselina salicylová byla zařazena Americkou 

agenturou pro ochranu životního prostředí (US EPA) do seznamu pro kontrolu toxických 

látek (TSCA) jako experimentální teratogen (Sigmaaldrich.com, 2023, Mishra et al., 2021, 

Boullard et al., 2000, Lewis, 2008). Jedná se tedy o chemickou látku, která dokáže narušit 

vývoj plodu nebo jeho funkci. 

Dříve byla kyselina salicylová konzumována jako lék pro potlačení bolesti. Dokládají 

to analýzy archeologických nálezů, konkrétně zubního plaku z fosilií neandrtálců nalezených 

v jeskyni El Sidrón. Tyto fosilie měly na zubním plaku zbytky kůry z topolu, což naznačuje, 

že neandrtálci žvýkali topolovou kůru a tlumili tak svou bolest (Weyitich et al., 2017, Klessig 

el at, 2018). 

Velmi významná je nejen samotná kyselina salicylová, ale i její deriváty. Mezi 

salicyláty patří např. 2-beta-D-glukosid kyseliny salicylové (SAG), glukózový ester kyseliny 

salicylové (SGE), salicyloyl-L-aspartát a methylsalicylát (MeSA) (Demsey et al., 2011, Vlot 

et al., 2009, Macháčková, 2008). Funkci nejvýznamnějších salicylátů v rostlině (SAG a SGE) 

je věnována pozornost dále v textu. 

Jeden z nej známějších derivátů kyseliny salicylové je kyselina acetylsalicylová, 

systematicky kyselina 2-acetyloxybenzoová (Obrázek 3). Při laboratorních podmínkách se 

kyselina acetylsalicylová vyskytuje v bílé krystalické formě. Stejně jako kyselina salicylová 

je i kyselina acetylsalicylová špatně rozpustná ve vodě. Tato látka je velmi hojně používána 

jako analgetikum, antipyretikum a antiflogistikum, tedy při terapii bolesti, horečky a zánětů. 

Kyselina acetylsalicylová dále snižuje tvorbu krevních sraženin v cévách srdce a mozku, čímž 

snižuje riziko vzniku cévních mozkových příhod a srdečního infarktu. Kyselina 

acetylsalicylová je nejstarší synteticky připravené léčivo, které je známo pod několika názvy: 

Aspirin, Acylpyrín, Anopyrin a jiné. Tyto preparáty se liší pouze skladbou pomocných látek 

použitých při jejich výrobě (Galanda, 1991,Loucká, 1998). 

.OH 

Obrázek 3: Kyselina acetylsalicylová 
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Ve stopovém množství se můžeme se salicyláty setkat i v některých nápojích a 

potravinách, např. v pivu, kávě, batátech a ořechách. (Swain et al., 1985). 

3.1.2 Kyselina salicylová jako fytohormon 

Kyselina salicylová (SA) je rostlinný hormon, který je lokalizován ve floémové 

vakuole každé rostliny a jeho funkcí je regulace mnoha fyziologických procesů. Kyselinu 

salicylovou najdeme v rostlinách ve formě volné kyseliny salicylové nebo methylované a 

glukosylované formě prostřednictvím UDP-glukosyl tranferáz, konkrétně S A G 

(2-beta-D-glukosid kyseliny salicylové) a SGE (beta-D-glukózový ester kyseliny salicylové). 

Methylované a glykosylované formy kyseliny salicylové j sou v této práci označovány pojmem 

vázaná kyselina salicylová. Množství kyseliny salicylové se u různých druhů rostlin liší, 

pohybuje se v rozsahu 0,1-10 ug/g (Mishra et al., 2021, Liu et al., 2022, Rivas-San Vicence 

et al., 2011, Maruri-López et al., 2019, Noutoshi et al., 2012, Thompson et al., 2017). 

Kyselina salicylová má v rostlinách důležitou roli při vývoji květu, klíčení semen, 

vzcházení semenáčů, růstu buněk, buněčném dýchání a vývoji plodů (Rajou et al., 2006, Vlot 

et al., 2009, Clarke et al., 2004, Thompson et al., 2017). Mechanismus role kyseliny salicylové 

při vývoji květu nebyl doposud přesně objasněn. Jednou z mnoha hypotéz je, že kyselina 

salicylová působí jako chelatační činidlo, které může vyvolat kvetení u některých druhů 

jednoděložných rostlin (Chisholm et al., 2006, Day et al., 2006). Bylo zjištěno, že kyselina 

salicylová zprostředkovává reakci rostlin na různé abiotické stresy: teplo, chlad, salinita, 

sucho, toxicita kovů a další stresy (Mishra et al., 2021, Liu et al., 2022). Kyselina salicylová 

má důležitou roli v reakcích na abioticky a biotický stres, tato role může být často i nepřímá. 

Kyselina salicylová mění syntézu a signalizaci jiných fytohormonů (kyselina jasmonová, 

ethylen a auxin) (Vlot et a l , 2009). 

Jeden z nejvíce studovaných abioticky ch stresuje teplo. Předpokládá se, že postupné 

zvyšování teploty na planetě má na některé rostliny velmi negativní vliv. Dochází k narušení 

a zpomalení vývoje, rovněž způsobuje sterilitu rostlin a snižuje plodnost rostlin. Rada studií 

se zabývala rolí vlivu kyseliny salicylové na reakci rostlin na teplo a chlad. V jednom 

z výzkumu bylo zjištěno, že aplikace kyseliny salicylové zvýšila výnos rýže, a naopak 

potlačení reakce kyseliny salicylové snížilo tepelnou toleranci u hrachu (Liu et al., 2022, Bita 

et al., 2013, Yang et al., 2022, Pan et al., 2006). Vysoká teplota také potlačuje imunitu, která 

následně vede k vyšší náchylnosti rostlin k napadení patogeny (Janda et al., 2019). 

Chlad způsobuje omezení růstu a produkce především u teplomilných rostlin. 

Regulační role kyseliny salicylové při působení chladu byla vypozorována u řady rostlinných 
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druhů (např. kukuřice a meloun). Bylo zjištěno, že po expozici kyseliny salicylové u 

sledovaných rostlin byl účinek chladu na rostliny mírnější (Liu et al., 2022, Janda et al., 1999, 

Cheng e ta l , 2016). 

Dalším stresovým faktorem pro rostliny je salinita, která obvykle rostlinám příliš 

neprospívá. V slaných půdách rostliny často trpí nadměrným osmotickým stresem. Osmotický 

stres může dále vést k nerovnováze iontů a otravě rostlin. Vědci zjistili, že tento stres snižuje 

množství kyseliny salicylové u okurky a sóji (Liu et al., 2022, Chojak-Kózniewska et al., 2017, 

Farhangi-Abriz et al., 2018). 

Dalším sledovaným stresovým faktorem je vliv toxicity kovů na rostliny. Těžké kovy 

jsou velice snadno vstřebávány kořeny rostlin, a tím se dále dostávají do těla rostliny. Časté 

projevy toxicity jsou zpomalení růstu, vadnutí a popřípadě úhyn rostlin. Pokud byla uměle 

zvýšena koncentrace kyseliny salicylové u rostliny napadené těžkým kovem, docházelo poté 

ke zlepšení růstových a fotosyntetických schopností. Účinky způsobené vlivem toxicity 

těžkých kovů (především kadmia) poté nebyly pro rostlinu tak devastující (Liu et al., 2022, 

Jing et a l , 2007, Huihui et al., 2020). 

I při dalších nepříznivých podmínkách (sucho, ozon, pesticidy a U V radiace) 

představuje současné působení kyseliny salicylové v rostlinách důležitou roli. Syntézou 

kyseliny salicylové v chloroplastech dochází ke zmírnění negativních účinků těchto stresů 

(Liu et al., 2022). 

Ta nej důležitější a nejvíce studovaná role kyseliny salicylové u rostlin souvisí 

s obranou proti patogenům (Ding et al., 2020, Liu et al., 2022). První člověk, který 

vypozoroval, že se kyselina salicylová podílí na rostlinné imunitě, byl Raymond F. White 

v roce 1979. Tento fakt zjistil při experimentu aplikace Aspirinu v tabáku. Vlivem Aspirinu 

(acetyl-SA) byly rostliny tabáku rezistentní proti viru tabákové mozaiky (Ding et al., 2020, 

Liu et al., 2022). Při obraně spojené s kyselinou salicylovou dochází k indukci produkce 

proteinů, které spouštějí obrannou reakci. Kyselina salicylová je důležitou součástí 

tzv. systémově získané rezistence (SAR), kdy dochází k reakci nenapadené části rostliny 

patogenem na lokálně napadenou část rostliny patogenem. I v nenapadených částech rostliny 

dochází k syntéze kyseliny salicylové i přes to, že tyto části nejsou napadeny patogenem 

(Hooft Van Huijsduijnen et.al, 1986, Hayat et a l , 2007, Věchet et al., 2008). Kyselina 

salicylová zachytí signál od signální molekuly a začne reagovat na patogen svou syntézou (Liu 

et al., 2022). Zpočátku se akumuluje v lokálně infikovaném pletivu a poté se rozšíří po celé 

rostlině i do neinfikovaných částí (Maruri-López et al., 2019). 
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Vedle pozitivní regulace rostlin prostřednictvím kyseliny salicylové lze sledovat i její 

negativní vliv. Její příliš vysoká koncentrace může ovlivňovat kvetení pupenů a dozrávání 

plodů. Nedávno bylo dokázáno, že kyselina salicylová negativně přispívá k rezistenci rostlin 

vůči hmyzu (Ding et al., 2020). 

3.1.3 Syntéza kyseliny salicylové v rostlinách 

Bylo zjištěno, že kyselina salicylová může být syntetizována dvěma cestami: 

i sochoři smátovou cestou (IC) a fenylalaninammonia-lyázovou cestou (PALC). Převážná 

většina kyseliny salicylové (90 %) je syntetizována i sochoři smátovou cestou (Rekhter et al., 

2017, Mishra et a l , 2021, Hayat et a l , 2007, Coquoz et a l , 1998). 

COOH COOH 

A , C H , 

OH 

k. šikimová 

sCOOH 

ÓH k. chorismová 

COOH COOH 

CH, 

s COOH 

k. salicylová k. isochorismová 

Obrázek 4: Biosyntéza kyseliny salicylové - i sochoři smátová cesta 

(inspirováno dle: Hasanuzzaman et al., 2017) 

Během isochorismátové cesty, znázorněné na Obrázku 4, která je lokalizovaná 

v plastidech, dochází k akumulaci kyseliny chorismové, která je produkovaná kyselinou 

šikimovou. Dále je kyselina chorismová přeměněna na kyselinu i sochoři smovou pomocí 

enzymu izochorismát syntázy. Tato kyselina je poté prostřednictvím enzymu 

izochorismát pyruvát lyázy (IPL) přeměněna na kyselinu salicylovou, která je poté z plastidu 
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transponována do cytosolu (Rekhter et al., 2019, Mishra et al., 2021, Ding et al., 2020, 

Fragniére et al., 2011). 

k. šikimová 

COOH 

k. trans-skoncová 

CH, 

O XOOH 

ÓH k. chorismová 

COOH 

^CH3 

fenylalanin 

k ^ 1 

COOH 

k. benzoová 

k. o-kumarová 

k. salicylová 

Obrázek 5: Biosyntéza kyseliny salicylové - fenylalanin ammonium-lyázová cesta 

(inspirováno dle: Hasanuzzaman et al., 2017) 
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Druhá možná cesta syntézy kyseliny salicylové je pomoci fenylalanin 

ammonium-lyázy. Tato dráha je lokalizována stejně jako i sochoři smátová cesta v plastidech a 

je znázorněna na Obrázku 5. V tomto případě je pomocí chorismát mutázy kyselina 

chorismová přeměněna na kyselinu prefenovou. Poté je tato kyselina redukována na 

L-fenylalanin a ten je poté pomocí fenylalanin ammonium-lyázy (PAL) přeměněn na kyselinu 

trans-skořicovou. Z tohoto produktu mohou dále vznikat dva produkty: kyselina o-kumarová 

a benzaldehyd. Kyselina salicylová může vznikat buď přímo z kyseliny o-kumarové nebo 

přeměnou benzylaldehydu na kyselinu benzoovou a poté pomocí hydroxylace na kyselinu 

salicylovou (Rekhter et al., 2019, Mishra et al., 2021, Maruri-López et al., 2019, Wildermuth 

et a l , 2001, Yalpani et al., 1993). 

Po napadení rostliny patogenem dochází kbiosyntéze této kyseliny, která je 

syntetizována do cytosolu (část cytoplazmy). Jelikož je vysoká koncentrace kyseliny 

salicylové pro rostlinu toxická, nově syntetizovaná kyselina salicylová je ve vázané formě 

(SAG a SGE) hromaděna ve vakuolách, kde je uložena a skladována. S A G a SGE jsou 

pravděpodobně neaktivní formy kyseliny salicylové, které podléhají hydrolýze, pokud je 

koncentrace kyseliny salicylové nízká a nehrozí poškození buněk a pletiv vlivem otravy 

kyselinou salicylovou. Obrannou reakci způsobuje pouze aktivní nevázaná forma kyseliny 

salicylové (Maruri-López et al., 2019, Allasia et al., 2018). Systematické názvy chemických 

sloučenin v biosyntéze kyseliny salicylové jsou uvedeny v Příloze A. 

3.1.4 Využití kyseliny salicylové 

Využití kyseliny salicylové je především v lékařství jako léčivo. Kyselina salicylová 

se běžně používá k odstranění vnější vrstvy kůže, k léčbě bradavic, lupenky, lupů a jiných 

kožních onemocnění (Stuart et al., 2009, PubChem, 2004). Další možné využití kyseliny 

salicylové je při výrobě jiných léčiv, například výroba kyseliny 4-aminosalicylové, používané 

jako antibiotikum pro léčbu tuberkulózy (AHFS Patient Medication Information, 2016). 

Jedno z nej důležitějších využití kyseliny salicylové je výroba kyseliny 

acetylsalicylové, kterou známe pod názvem Aspirin (Boullard et al., 2000). Aspirin se 

připravuje pomocí esterifikace hydroxylové skupiny na aromatickém jádře acetylovou 

skupinou z acetanhydridu nebo acetylchloridu (Watson et al., 2011). 
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3.2 Stanovení kyseliny salicylové pomocí kapalinové chromatografíe s 

fluorescenčním a spektrofotometrickým detektorem 

Kvantitativní stanovení kyseliny salicylové je prováděno především pomocí metody 

vysokoúčinné kapalinové chromatografíe na reverzní fázi. K detekci se nejčastěji využívá 

spektrofotometrický detektor (UV/VIS) nebo fluorescenční detektor (FL). V praxi je kyselina 

salicylová stanovována obvykle s dalšími látkami, např. s kyselinou acetylsalicylovou 

(kyselina 2-acetyloxybenzoová), dehydrooctovou (3-acetyl-2-hydroxy-6-methyl-4H-pyran-4 

-on), benzoovou (kyselina benzenkarboxylová), sorbovou (kyselina 2,4-hexadienová), 

niaciamidem (3-pyridinkarboxamid) a dalšími (Petrek et al., 2007, Patel et al., 2013, Swain, 

et al., 1985, Mikami et al., 2002). Mezi optimalizované parametry v průběhu zavádění metody 

patří vlastnosti stacionární fáze, složení mobilní fáze, teplota kolonového prostoru, typ a 

podmínky detekce, za účelem dosažení separace a dostatečné meze detekce a meze 

kvantifikace. 

V Tabulce 1 je uveden souhrn parametrů dosud publikovaných analytických podmínek 

pro stanovení kyseliny salicylové pomocí kapalinové chromatografíe s využitím FL a UV/VIS 

detektoru. Ve všech publikacích byla použita kolona C18, j ednotlivé aplikace se liší parametry 

kolony. Vodná mobilní fáze byla fosfátový pufir (Aresta et al., 2016, Bhuyian et al., 2015, 

Pirola et al., 1998) nebo acetátový pufr (Rozhon et al., 2005), oky selená voda kyselinou 

trifluoroctovou (TFA) (Allasia et al., 2018, Cheng et al., 2022), kyselinou mravenčí 

(Kožuszniková, 2016), kyselinou octovou (Ratzinger et al., 2009), kyselinou 

methansulfonovou (Shou et al., 2009) popřípadě kyselinou fosforečnou (Toiu et al., 2011). 

Obvykle je publikována úprava pH vodné mobilní fáze v rozsahu 2-3. Jako organické 

rozpouštědlo v mobilní fázi byl použit acetonitril nebo methanol. Rovněž byla použita mobilní 

fáze na bázi tercbutylalkohol/voda/methanol (Mikami et al., 2002). V publikovaných 

metodách byla použita jak isokratická tak gradientova eluce. Teploty kolonového prostoru se 

pohybovaly v rozsahu 25-45 °C. Jako detektory byly ve studiích používány především 

UV/VIS detektory při optimální vlnové délce v rozmezí 234-340 nm. Ve dvou publikacích 

byl použit FL detektor při excitační vlnové délce 300, resp. 310 nm a emisní vlnové délce 410, 

resp. 450 nm (Toiu et al., 2011, Rozhon et al., 2005). Meze detekce se pohybovaly od 

5 x 10"8 g/ml do 0,002 g/ml a mez kvantifikace se pohybovala od 7 x 10"5 g/ml do 0,007 g/ml. 

Jako vnitřní standard byla použita kyselina benzoová (Cheng et al., 2022), kyselina 

5-fluorosalicylová (Rozhon et al., 2005) a kyselina 2-methoxybenzoová (OAA) (Alassia et al., 

2018). Extrakce analytů za účelem UPLC analýzy byly prováděny z kosmetických produktů 
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(masti a krémy), částí rostlin a rovněž z biologických vzorků (lidská kůže, sliny a krev). 

Podrobnější údaje o matricích jsou uvedeny v Tabulce 1. 
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Tabulka 1: Souhrn optimalizovaných podmínek H P L C analýzy kyseliny salicylové dle uvedených publikací 

Rozměry Mobilní fáze 

LOD 

[g/ml, resp. 

g/g] 

LOQ 

[g/ml] 
Matrice Citace 

4,6 x 250 mm, 5 um 
M F A : 0,1 obj.% TFA/H2O 

M F B : 0,1 obj.% TFA/ C H 3 O H 
- -

listy Arabidopsis 

thaliana 

Allasia et 

a l , 2018 

4,6 x 100 mm, 2,6 um 
M F A : fosfátový pufr 

(pH 2,8; 2 mM) 

M F B : C H 3 C N 

2 x 103 

(LODm) 

7 x 103 

(LOQm) 

ovocná šťáva, 

ovoce 

Aresta et al., 

2016 

4,6 x 250 mm, 5 um 

M F A : fosfátový pufr (0,0068 g/l) 

M F B : C H 3 O H 

M F C : C H 3 O H : C H 3 C N (1:1) 

- - mast Clobetasol 
Bhuyian et 

a l , 2015 

4,6 x 250 mm, 5 um 
M F A : 0,1 obj.% TFA/H2O 

M F B : C H 3 C N 

3,3 x 10"8 

(LOD;) 

1,0 x 10"5 

(LOQi) 

lidské sliny, 

krevní plazma 

Cheng et al., 

2022 

4,6 x 150 mm; 3 um 
M F A : 3 obj.% HCOOH/H2O 

M F B : 72 obj.% CH3CN/H2O 

4,0 x 10"10 

(LOD;) 

1,2 x 10"9 

(LOQi) 

kůra a listy Salix 

alba 

Kožuszniko 

vá, 2016 
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4,6 x 150 mm, 5 um 
M F A : 2,5mM T B A / H 2 0 (pH 7) 

M F B : 2,5mM TBA/ C H 3 O H 

5,5 x ÍO"9 

(LOĎ;) 

7,0 x ÍO"5 

(LOQm) 

kosmetický 

produkt 

Mikami et 

al,2002 

4,6 x 250 mm 
M F A : voda (pH 3) 

M F B : C H 3 O H 
- - kosmetický krém 

Patel et a l , 

2013 

3,2 x 150 mm, 5 um 

M F A : H 2 0 

M F B : fosfátový pufr (pH 2,5) 

M F C : C H 3 C N 

5,0 x 10"8 

(LODm) 

1,0 x ÍO"7 

(LOQm) 
lidská kůže, 

lidská plazma 

Pirola et al., 

1998 

M F A : 7mM C H 3 C O O H 

2 x 100 mm, 3 um 5 obj.% CH3CN/H2O 

M F B : 7 mM C H 3 C O O H / C H 3 O H 

Brassica napus 

var. napus 

Ratzinger et 

a l , 2009 

4,6 mm x 150 mm, 5 um 
M F A : 50mM CH 3 COONa/H 2 0 

M F B : C H 3 C N 

5,0 x ÍO"9 

(LODm) 
-

Arabidopsis 

thaliana 

Rozhon et 

al,2005 

4,6 mm x 150 mm, 4 um 

M F A : 0,05 obj.% CH3SO3H/H2O 

M F B : C H 3 C N - -

Diprosalic 

Lotion-

protizánětlivý 

léčivý prostředek 

Shou et al., 

2009 
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3 mm x 100 mm, 3,5 um 

M F A: 0,1 obj.% H3PO4/H2O 

M F B : C H 3 C N 

Salicis cortex, 

Populi gemmae a 
Toiu et al., 

2011 
Ulmariae folium 

Toiu et al., 

2011 
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3.3 Extrakce kyseliny salicylové z rostlinných vzorků 

Postupy extrakce kyseliny salicylové z rostlinných materiálů jsou ovlivněny řadou 

faktorů. Důležitou roli zaujímá konkrétní druh rostliny, množství dostupného rostlinného 

materiálu, zda jde o stanovení pouze volné nebo rovněž vázané SA a popřípadě dalších 

analytů. Důležitá je i volba vnitřního standardu. V Tabulce 2 je uveden souhrn dříve 

publikovaných parametrů extrakcí. 
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Tabulka 2: Souhrn parametrů extrakcí 
Rostlina a 
rostlinná 

část 
Navážka Činidla pro postupnou extrakci, 

hydrolýzu, rozpuštění Homogenizace Vnitřní standard Citace 

listy 
Arabidopsis 

thaliana 
40 mg 

70% CH3CH2OH, 90% C H 3 O H , 
20% TCA, ethylacetátxyklohexan, 

10% C H 3 O H + 0,1% TFA, 37% HC1, 
ethyl acetát: cy kl ohexan, 

10% C H 3 O H + 0,1% TFA 

vortex/ třepačka kyselina 
2-methoxybenzoová Allasia etal., 2018 

listy Aloe 0,5 g 
90%CH 3 OH, 5% TCA, 

ethylacetátxyklohexan, methanolový 
PBS pufr 

vortex - Fang e ta l , 2018 

listy Aloe 
barbadensis 

miller 
50 g 99,5% CH3CH2OH - - Luong et al., 2023 

listy 
Arabidopsis 

thaliana 
- - - - Marek e ta l , 2010 

listy 
Persica 
vulgaris 

100 g C H 3 O H třepačka - Özpinar et al., 2017 

listy 
Nicotiana 
tabacum 

0,2 g 
90% C H 3 O H , 100% C H 3 O H , 5% TCA, 

ethylacetátxyklohexan, 8M HC1, 
ethyl acetát: cy kl ohexan 

vortex/ ultrazvuk 3,4-dihydroxybenzaldehyd Veberne et al., 
2002 
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Luong et al. a Fang et al. extrahovali stanovované látky z rostliny rodu Aloe. Kyselina 

salicylová byla rovněž extrahována z rostlin Persica vulgaris (Ózpinar et al., 2017), Nicotiana 

tabacum (Veberne et al., 2002) a Arabidopsis thaliana (Marek et al., 2010). Ve všech 

uvedených studiích byla kyselina salicylová extrahována z listů rostlin. Extrakce byly 

prováděny s navážkou rostlinného materiálu v rozmezí 0,2 - 100 g. Příprava rostlinných 

vzorků k vlastní extrakci analytů byla prováděna pomocí drcení pod tekutým dusíkem. Ve 

studii Ózpinar et al. autoři drtili listy Persica vulgaris v mlýnku bez použití dusíku. U Aloe 

barbadensis miller ve studii nebylo potřeba rostliny drtit, autoři použili vnitřní sliz rostliny a 

poté ho scedili (Luong et al., 2023). 

Jako extrakční činidla se v publikovaných postupech používá v prvním kroku ethanol 

a methanol. Pomocí těchto rozpouštědel se získá supernatant, který obsahuje jak volnou, tak 

vázanou S A. Po odfoukání alkoholových rozpouštědel je přidáván roztok T C A a následuje 

extrakce volné SA. Extrakce volné SA obvykle probíhá do směsi rozpouštědel, např. 

ethyl acetát-cyklohexan. Vázaná S A, která není extrahována současně s volnou SA je následně 

ve vodné fázi hydrolyzována působením koncentrovaného roztoku kyseliny chlorovodíkové a 

poté extrahovaná z vodné fáze do směsi organických rozpouštědel. Po odfoukání organických 

rozpouštědel použitých k extrakci j ak volné, tak vázané S A, j e vzorek před analýzou rozpuštěn 

v rozpouštědle používaném jako vodná mobilní fáze. 

Během extrakce j e nutno vzorky homogenizovat, pro zajištění dokonalé homogenizace 

byly použity techniky vortex, ultrazvuk nebo laboratorní třepačky. Vzorky byly míchány 

pomocí vortexu ve studiích Veberne et al., 2002 a Fang et al., 2018. Ve studii Veberne et al., 

2002 byl k homogenizaci v průběhu extrakce také použit ultrazvuk. Třepačka byla použita ve 

studii Ózpinar et al., 2017. Ve zbylých studiích nebyl způsob homogenizace uveden. 

Pro zajištění přesných a správných výsledků se doporučuje extrakci analytů ze vzorku 

provádět při současném použití vnitřního standardu. V analyzovaných studiích byl vnitřní 

standard použit pouze ve dvou pracích. Veberne et al., 2002 použili ve své studii jako vnitřní 

standard 3,4-dihydroxybenzaldehyd. Zbylé studie vnitřní standard nepoužily. Vnitřní standard 

je většinou volen v závislost na druhu rostlin. Pro rostlinné vzorky, které byly analyzovány 

v mé práci, byl zvolen jako vnitřní standard kyselina 2-methoxybenzoová (OAA) stejně jako 

ve studii Allasia et al., 2018, ze které má práce vycházela. 
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3.4 Parametry validace metody 

Validací analytické metody je definována její vhodnost pro použití k získání 

spolehlivých dat. Během validace metody, zavedené v této práci, byly hodnoceny následující 

parametry: linearita a rozsah metody, správnost, přesnost, mez detekce (LOD) a mez 

stanovitelnosti (LOQ). 

Lineární závislost odezvy detektoru na koncentraci analytu lze vyjádřit pomocí rovnice 

kalibrační křivky. Tento vztah je definován v rovnici (1), kde y značí odezvu detektoru, c 

udává koncentraci analytu, a je směrnice kalibrační křivky a q udává intercept (Nováková et 

al., 2021). 

y = a x c + q (1) 

Pro stanovení linearity se využívají vzorky s takovými koncentracemi analytu, které 

pokrývají celý deklarovaný rozsah metody. Pro hodnocení linearity byl použit korelační 

koeficient (R), QC koeficient a hodnota diference teoretické a vypočtené hodnoty. Kritériem 

přijatelnosti pro korelační koeficient bylo R> 0,9900 a pro QC koeficient QC < 5 % (AOAC 

2016). 

Diference je definována jako rozdíl naměřené a teoretické hodnoty koncentrace 

vyjádřený v procentech. Pro nej nižší kalibrační bod nesmí diference přesáhnout 20 % a pro 

ostatní kalibrační body nesmí přesáhnout 15 % (FDA 2018). 

Dalšími parametry pro validaci analytické metody jsou správnost a přesnost. Správnost 

neboli výtěžnost je parametr, který je definován jako těsnost shody mezi experimentálně 

zjištěnou hodnotou koncentrace analytu a referenční reálnou hodnotou koncentrace analytu. 

Hodnota správnosti se udává v procentech (Nováková et al., 2021). 

Přesnost představuje těsnost shody mezi navzájem nezávislými výsledky analýz 

referenčního vzorku získanými za účelem opakovatelnosti (Nováková et al., 2021). Kritéria 

přijatelnosti pro kyselinu salicylovou na použité koncentrační úrovni v této práci jsou pro 

správnost 80-110 % a pro přesnost hodnota do 15 % (AOAC, 2016). 

Důležitými parametry HPLC metody určené pro kvantitativní stanovení analýzy je mez 

detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ). V případě meze detekce se jedná o takovou 

koncentraci stanovované látky, pro kterou je analytický signál statisticky významně odlišný 

od šumu. Nej nižší koncentrace, pro kterou hodnoty dosažené přesnosti a správnosti dovolují 

kvantifikovat, nazýváme mezí stanovitelnosti (Nováková et al., 2021). Pro odhad 

instrumentální meze detekce nabývá poměr signálu a šumu detektoru (S/N) hodnoty 3, v 

případě odhadu instrumentální meze stanovitelnosti se řídíme hodnotou S/N =10. Hodnota 
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instrumentální meze stanovitelnosti je následně dána koncentrací nej nižšího kalibračního 

roztoku, tedy spodní hranou intervalu linearity. Instrumentální meze detekce a instrumentální 

meze stanovitelnosti je následně nutné zohledněním procesu přípravy vzorku k analýze 

(ředění, zakoncentrování atp.) přepočítat na mez detekce metody a na mez stanovitelnosti 

metody (Nováková et al., 2021, A O A C , 2016). 

4 Materiály a metody 

4.1 Použité chemikálie 

• Methanol (absolutní, LC-MS Biosolve BV) 

• Methanol (p. a., Penta) 

• Kyselina salicylová (99 %, Duchefa) 

• Mil l i -Q voda generována přístrojem Smart2Pure 6 UV/UF (Thermo Fisher Scientific) 

• Kyselina 2-methoxybenzoová (99 %, Aldrich) 

• Kyselina trifluoroctová (99,9 %, Carl Roth GmbH) 

• Kyselina trichloroctová (p. a., Serva) 

• Ethanol (p. a., Penta) 

• Ethylacetát (p. a., Lachner) 

• Cyklohexan (p. a., Lachner) 

• Kyselina chlorovodíková (p. a., Penta) 

4.2 Instrumentální vybavení a spotřební materiál 

• Kapalinový chromatograf s U V a F L D detekcí (Dionex UltiMate 3000, Thermo Fisher 

Scientific) 

• Pro ovládání kapalinového chromatografu a zpracování chromatogramů byl použit 

program Chromeleon 7.2. 

• Chromatografická kolona ARION Plus C18; délka 150 mm; vnitřní průměr 3 mm; 

velikost částic 5,0 um (Chromservis) 

• Chromatografická kolona L U N A C18; délka 250 mm; vnitřní průměr 3 mm; velikost 

částic 5,0 um (Phenomenex) 

• Analytické váhy (Mettler Toledo) 

• Výrobník deionizované vody (Smart2Pure 6 UV/UF, Thermo Fisher Scientific) 
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• Lednice pro laboratorní vzorky s mrazákem (- 20 °C) (Liebherr) 

• Generátor dusíku (Genius 1022, PeakScientific) 

• Blok pro odpařování vzorků (Stuart) 

• Ultrazvuková lázeň (VWR) 

• Centrifuga (Eppendorf) 

• Vortex (VWR) 

• Automatická dávkovací pipeta o objemu 20-200 ul (Eppendorf) 

• Automatická dávkovací pipeta o objemu 100-1000 ul (Eppendorf) 

• Automatická dávkovací pipeta o objemu 1-10 ml (Eppendorf) 

• Skleněné dávkovací stříkačky o objemu 5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 ul (Hamilton) 

• Odměrné sklo: třída přesnosti A (FischerBrand) 

• Laboratorní sklo 

• Skleněné dávkovací stříkačky o objemu 5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 ul (Hamilton) 

• Skleněné vialky (4 ml) 

• Krimpovací kleště, pinzeta 

• Spotřební materiál: plastové špičky, krimpovací vialky (1,5 ml) z tmavého skla 

s hliníkovým uzávěrem s pryžovým septem, hliníková fólie, mikrozkumavky typu 

eppendorf (2 ml, 4 ml) 

4.3 Příprava roztoků 

4.3.1 Mobilní fáze 

Pro zavedení metody a vlastní analýzu vzorků byla použita jako mobilní fáze A (MFA) 

oky selená voda kyselinou trifluoroctovou (0,1 obj.% TFA/H2O) a jako mobilní fáze B (MFB) 

0,1% roztok TFA v methanolu (0,1 obj.% TFA/CH3OH). 

4.3.2 Roztoky standardu a vnitřního standardu 

V průběhu práce byl připravován zásobní roztok standardu kyseliny salicylové (SA) o 

přesné koncentraci -1000 mg/l. Z tohoto roztoku byly poté připraveny pracovní roztoky o 

koncentracích 20 mg/l a 4 mg/l. Jako rozpouštědlo byl použit 10% methanol. Dále byl během 

této práce připraven zásobní roztok vnitřního standardu 2-methoxybenzoové kyseliny (OAA) 

o koncentraci přibližně asi 15 000 mg/l. Ze zásobního roztoku byl připraven pracovní roztok 
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O A A o koncentraci 15 mg/l. Jako rozpouštědlo pro zásobní roztok byl použit 70% ethanol a 

pro pracovní roztok 10% methanol. 

Při přípravě roztoku standardu bylo potřeba uchovávat látky i roztoky v alobalu a v 

tmavém prostoru, protože je stanovovaná látka citlivá na světlo. Zásobní roztoky standardu a 

vnitřního standardu byly uchovávány v boxu při teplotě - 80 °C po dobu 1 měsíce, pracovní 

roztoky byly uchovávány v lednici maximálně po dobu 1 týdne. 

4.3.3 Kalibrační roztoky 

Přehled připravovaných kalibračních roztoků je uveden v Tabulce 3 a 4. V průběhu 

diplomové práce byly připraveny 2 sady kalibračních roztoků, jedna sada s VS a druhá bez 

VS. Za účelem validace byly kalibrační roztoky připraveny pro každou koncentrační úroveň 

ve čtyřech, resp. třech opakování, při rutinních analýzách v jednom opakování. Pro kalibrační 

roztoky s VS byl použit pracovní roztok kyseliny salicylové o koncentraci 20 mg/l a pro 

kalibrační roztoky bez VS byl použit pracovní roztok kyseliny salicylové o koncentraci 4 mg/l. 

Pro odhad instrumentální meze detekce byl připraven rovněž roztok o koncentraci S A 2 ug/1. 

Při přípravě obohacených vzorků v průběhu validace metody byl pro obohacování 

použit pracovní roztok kyseliny salicylové o koncentraci 4 mg/l. Bylo dávkováno 10 ul na 

celkový objem 100 ul vzorku. Pro vyhodnocení přesnosti a správnosti byly provedeny analýzy 

extraktů z rostlinných materiálů bez a s přídavkem pracovního obohacovacího roztoku 

(4 mg/l) v šesti opakováních. Byly připraveny dvě série vzorků. První série byla připravena ze 

směsného extraktu za účelem ověření přesnosti a správnosti samotného chromatografického 

stanovení. Druhá série byla 6 zcela nezávislých opakování. Byla provedena extrakce 12 

navážek rostlinného materiálu, pro 6 z nich bylo provedeno spikování. 
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Tabulka 3: Příprava kalibračních roztoků s vnitřním standardem (kolona L U N A ) 

Koncentrační 

úroveň 

Objem ST 

[ul] 

Objem VS 

[ul] 

Objem MF 

[ul] 

Celkový 

objem 

[ul] 

Koncentrace 

[ug/1] 

1 1 100 899 1000 20 
2 5 100 895 1000 100 
3 10 100 890 1000 200 
4 25 100 875 1000 500 
5 50 100 850 1000 1000 
6 100 100 800 1000 2000 
7 250 100 650 1000 5000 
8 375 100 525 1000 7500 
9 500 100 400 1000 10000 

Tabulka 4: Příprava kalibračních roztoků bez vnitřního standardu (kolona L U N A a ARION) 

Koncentrační Objem ST Objem MF Celkový objem Koncentrace 

úroveň [ul] [ul] [ul] [lig/l] 

1 5 995 1000 20 
2 10 990 1000 40 
3 15 985 1000 60 
4 25 975 1000 100 
5 50 950 1000 200 
6 100 900 1000 400 
7 250 750 1000 1000 
8 500 500 1000 2000 
9 750 250 1000 3000 
10 1000 0 1000 4000 

4.3.4 Roztoky pro extrakce a přípravu vzorku k analýze 

Během diplomové práce byly pro extrakci analytu (SA) z rostlinného materiálu 

připraveny následující roztoky: 70% ethanol (70 obj.% CH3CH2OH/H2O), 90% methanol 

(90 obj.% CH3OH/H2O), 20% roztok kyseliny trichloroctové (TCA) (20 obj.% TCA/H2O), 

1:1 ethylacetátxyklohexan, 10% methanol (10 obj.% CH3OH/H2O) a 37% HC1 (37 obj.% 

HCI/H2O). Během diplomové práce byly tyto roztoky připraveny pouze jednou v dostatečném 

množství pro veškeré extrakce. 

4.4 Nastavení podmínek fluorescenční detekce 

Nejprve bylo proměřeno absorpční spektrum analytu. Pro analyt byla vybrána 

excitační vlnová délka jako maximum absorpčního spektra. Poté bylo proměřeno emisní 
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spektrum při konstantní excitační vlnové délce. Měřením emisního spektra bylo získáno 

maximum, tedy hodnota emisní vlnové délky pro následné měření excitačního spektra. 

Excitační spektrum bylo proměřeno za konstantní emisní vlnové délky. Z naměřeného 

excitačního spektra bylo určeno excitační maximum. Měření excitačního a emisního spektra 

umožnilo vhodnou volbu excitační a emisní vlnové délky a emisního filtru. Emisní filtr byl 

zvolen mezi hodnotou excitační a emisní vlnové délky. Po nastavení podmínek 

fluorescenčního detektoru pro analyt kyseliny salicylové byly stejným postupem 

optimalizovány podmínky detekce pro vnitřní standard. Senzitivita detektoru byla nastavena 

tak, aby vliv šumu byl co nej nižší a zároveň, aby nedocházelo k přesycení detektoru (Franz a 

Jendreizik 2010; Pilík 2018). 

4.5 Extrakce kyseliny salicylové z listu rostliny 

4.5.1 Postup extrakce 

V následujícím textu je postup extrakce S A ze vzorku rostlin rozdělen do 3 kroků. 

Nejprve je popsán postup přípravy vzorku před vlastní extrakcí a současná extrakce volné a 

vázané SA, v druhé části postup extrakce volné S A a v poslední části postup extrakce vázané 

SA. Extrakční postup byl zaveden ve spolupráci s Katedrou experimentální biologie. 

Krok 1: Příprava vzorků 

Extrakce probíhaly dle postupu uvedeného v publikaci Allasia et al., 2018. Rostlinný 

materiál (různé vzorky Arabidopsis thaliana a máku setého Papaverum somniferum) pro 

extrakce volné a vázané SA byl nejprve rozdrcen v třecí misce za stálého chlazení dusíkem. 

Následně bylo naváženo přesně asi 40 mg materiálu do 2ml mikrozkumavky typu Eppendorf. 

Do přidání vnitřního standardu byly mikrozkumavky uchovávány v ledu a temnu. Do 

mikrozkumavky s naváženým vzorkem bylo přidáno 1,6 ml extrakčního rozpouštědla č.l 

(70% ethanol), obsah byl promíchán pomocí vortexu (cca 10 sekund, 3krát). Dále byl extrakt 

centrifugován (10 minut, 30000 g). Supernatant byl převeden do 4ml skleněné vialky. 

K vzorku v mikrozkumavce bylo přidáno 1,6 ml extrakčního rozpouštědla č.2 (90% 

methanol). Extrakt byl vortexován (cca 10 sekund, 3krát) a centrifugován (10 minut, 30000 g). 

Poté byl odebrán supernatant do stejné 4ml skleněné vialky jako předešlý supernatant. 

Příprava vzorkuje znázorněna na Obrázku 6. 
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Obrázek 6: Schéma přípravy vzorků 

Krok 2: Extrakce volné kyseliny salicylové 

Získaný supernatant v 1. kroku byl postupně převeden do 2ml mikrozkumavky za 

současného vyfoukání rozpouštědla dusíkem do objemu -600 ul. Poté bylo do extraktu 

přidáno 65 ul 20% T C A a vzorek byl krátce promíchán pomocí vortexu. Následně bylo ke 

vzorku přidáno 650 ul směsi ethylacetátxyklohexan a vzorek byl znovu promíchán pomocí 

vortexu. Dále byl extrakt centrifugován (2 minuty, 30000 g). Po odstředění bylo ze vzorku 

opatrně odebráno maximální možné množství organické fáze do nové 2ml mikrozkumavky. 

Extrakce se směsí ethylacetátxyklohexan byla provedena podruhé a opět byla odebrána 

organická fáze. Oba podíly organické fáze byly spojeny. Vodná fáze, obsahující část extraktu 

s vázanou kyselinou salicylovou, byla uchována do dalšího dne v lednici, kdy byla prováděna 

extrakce vázané SA (Krok 3). Z oddělené organické fáze bylo následně odfoukáno organické 

rozpouštědlo dusíkem. Po vysušení bylo do vzorku přidáno 100 ul 10% methanolu a vzorek 

byl krátce promíchán pomocí vortexu. Poté byl extrakt centrifugován (2 minuty, 30000 g). 

Vzorky byly přeneseny do nových mikrozkumavek a opět byla provedena centrifugace 

(10 minut, 30000 g). Posledním krokem bylo přenést supernatant do tmavých HPLC vialek 

s inserty. Poté byla provedena HPLC analýza obsahu volné kyseliny salicylové. Postup 

extrakce volné kyseliny salicylové je znázorněna na Obrázku 7. 
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Obrázek 7: Schéma extrakce volné kyseliny salicylové 

Krok 3: Extrakce vázané kyseliny salicylové 

Do vzorků s vodnou fází z předchozího dne bylo přidáno 300 ul koncentrované HC1 a 

vzorky byly krátce promíchány pomocí vortexu (5 sekund). Poté byla provedena hydrolýza 

extraktů ponecháním vzorků v topném bloku (80 °C) po dobu 1 hodiny. Po hydrolýze a 

ochlazení na laboratorní teplotu bylo přidáno 900 ul směsi ethylacetátxyklohexan a opět byly 

vzorky krátce promíchány pomocí vortexu. Dále byly vzorky centrifugovány (2 minuty, 

30000 g). Dalším krokem bylo přenést horní organickou fázi do nových mikrozkumavek. 

Extrakce byla zopakována pomocí směsi ethylacetátxyklohexan. Ze sloučených podílů 

odebrané organické fáze bylo rozpouštědlo odpařováno pod dusíkem. Po odpaření bylo 
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k suchému extraktu přidáno 100 ul 10% methanolu a vzorky byly krátce promíchány pomocí 

vortexu. Vzorky byly krátce centrifugovány, převedeny do nových mikrozkumavek a opět 

centrifugovány (10 minut, 30000 g). Po odstředění byly extrakty přeneseny do tmavých HPLC 

vialek s inserty. Poté byla provedena HPLC analýza vázané SA. Postup extrakce vázané 

kyseliny salicylové je znázorněn na Obrázku 8. 
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Obrázek 8: Schéma extrakce vázané kyseliny salicylové 

Postup extrakce byl převzat z publikace Allasia et al., 2018 (Kapitola 4.5.1). Bylo 

provedeno několik změn, především kvůli nestabilitě kyseliny salicylové na světle a koeluci 

píku vnitřního standardu s dalšími látkami v extraktech při HPLC analýze. 

Z důvodu citlivosti kyseliny salicylové na světlo byly vzorky během procesu extrakce 

uchovány v tmavých prostorách (skříň, lednice, krabice) nebo zakryté alobalem. Při foukání 

dusíkem byla digestoř zakryta alobalem pro minimalizaci vlivu světla. Po dokončení extrakce 

byly vždy vzorky přeneseny do tmavých vialek s inserty. 
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Extrakce volné i vázané kyseliny salicylové trvala dohromady přibližně 20 hodin. Pro 

zkrácení průběhu extrakce byly zkráceny doby míchání na vortexu na několik sekund, protože 

bylo experimentálně zjištěno, že u vzorků není potřeba delší doba míchání. 

Na základě extrakce bez rostlinného materiálu pouze s roztokem standardů byl 

ověřován kvantitativní průběh extrakce a sledována výtěžnost procesu jak s vnitřním 

standardem, tak bez vnitřního standardu. 

5 Výsledky a diskuse 
Kapitola výsledky a diskuse je věnována popisu a zhodnocení průběhu optimalizace 

analytické metody a jejího použití k analýze rostlinných vzorků. Nejprve proběhla 

optimalizace chromatografické separace kyseliny salicylové a vnitřního standardu, při které 

byly sledovány retenční časy a symetrie píků. Pro zavedené podmínky chromatografické 

separace bylo možné najít optimální podmínky fluorescenčního detektoru. Pro analyt kyseliny 

salicylové a vnitřního standardu byly nalezeny excitační a emisní vlnové délky. Na základě 

excitačních a emisních vlnových délek byl zvolen vhodný optický filtr. 

V průběhu optimalizace extrakce byl na základě dříve publikovaného postupu (Allasia 

et al., 2018) zaveden vhodný postup extrakce pro podmínky naší laboratoře. V průběhu celé 

práce byla věnována velká pozornost manipulaci se vzorky vzhledem k nestabilitě kyseliny 

salicylové na světle. 

Zavedená analytická metoda byla následně validována. Validačními parametry byly 

linearita, přesnost, správnost, mez detekce a mez stanovitelnosti metody. 

Po validaci metody byla analytická metoda použita ke stanovení obsahu volné i vázané 

kyseliny salicylové v rostlinných vzorcích (Arabidopsis thaliana, Papaverum somniferum). 

5.1 Optimalizace podmínek chromatografické separace kyseliny salicylové 

Tato kapitola je věnována optimalizaci podmínek chromatografické separace S A, 

především tedy výběru stacionární fáze, složení mobilní fáze a volbě teploty kolonového 

prostoru. Na základě literární rešerše byla zvolena C l8 stacionární fáze (Kapitola 3.2). Jako 

první byla při optimalizaci chromatografické separace použita kolona L U N A C18 s délkou 

250 mm (Allasia et al., 2018, Aresta et a l , 2016, Bhuyian et a l , 2015, Cheng et al., 2022, 

Kožuszniková, 2016, Mikami et al., 2002, Patel et al., 2013, Pirola et al., 1998, Ratzinger et 

a l , 2009, Rozhon et a l , 2005, Shou et al., 2009, Toui et al., 2011). Analýza na koloně L U N A 
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Cl8 umožňovala analýzu extraktů z rostlin, nevýhodou byla délka analýzy. K zavedení 

metody byla použita rovněž 150mm kolona ARION C18 (Kožuszniková, 2016, Mikami et al., 

2002, Pirola et a l , 1998, Rozhon et al., 2005, Shou et a l , 2009). Volba složení mobilní fáze 

proběhla na základě literární rešerše (Allasia et al., 2018). Mobilní fáze A byla voda oky selená 

kyselinou trifluoroctovou. Mobilní fáze B byl methanol okyselený kyselinou trifluoroctovou. 

Teplota kolonového prostoru byla nastavena na 30 °C. 

V průběhu zavádění metody byl sledován kapacitní poměr jednotlivých analytů 

(poměr rozdílu redukovaného retenční času analytu a mrtvého retenčního času), separace 

analytů a symetrie píků analytů, která byla hodnocena na základě hodnoty faktoru asymetrie 

(Nováková et al., 2021). 

5.1.1 LUNA C18 (250 x 3 mm; 5,0 um) 

Chromatografická separace probíhala za použití lineárního gradientu, obsah M F B byl 

zvyšován v rozsahu 10-75 obj. % po dobu 25 min při průtoku 1 ml/min. Před další analýzou 

byla kolona 8 minut stabilizována (10 obj.% MFB). Na základě získaného objemu extraktu 

k analýze byl pro stanovení kyseliny salicylové ve vzorcích zvolen objem nástřiku 50 ul. 

Retenční čas S A byl 22,0 minut a O A A 17,4 minut. Vzhledem k záměru využívat metodu pro 

analýzu extraktů z rostlin byl gradient záměrně nastaven tak, aby po eluci SA i O A A byla 

následně kolona vyčištěna vyšším obsahem mobilní fáze s vyšší eluční silou od všech analytů, 

které extrakty z rostlin obsahovaly. Celková délka analýzy včetně stabilizace kolony před další 

analýzou byla 33 minut. Symetrie píků byla u kolony L U N A na základě faktoru asymetrie 1,4 

pro kyselinu salicylovou a 1,3 pro vnitřní standard. Mrtvý retenční čas byl 3,3 min. Retenční 

faktor u kolony L U N A byl následně 4,3 pro vnitřní standard a 5,7 pro kyselinu salicylovou. 

Tyto hodnoty retenčního faktoru vyhovují v praxi doporučované hodnotě v rozmezí 2-10 

(Nováková e ta l , 2021) 

Při prvních analýzách byla pozorována nestálost kyseliny salicylové na světle. Na 

základě tohoto zjištění byl v průběhu optimalizace postupu extrakce kladen důraz na 

minimalizaci vlivu světla v průběhu všech operací, (viz. Kapitola 4.5.1) 

5.1.2 ARION Plus C18 (150 x 3 mm; 5,0 um) 

Pro stanovení kyseliny salicylové byla použita vedle 25cm kolony C18 i 15cm kolona 

C18. Složení M F A a M F B bylo pro obě kolony shodné, byl upravován pouze gradient. Rovněž 

teplota kolonového prostoru byla pro obě použité kolony shodná (30 °C). Separace probíhala 
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za použití lineárního gradientu, obsah M F B byl zvyšován v rozsahu 10-75 obj. % po dobu 

13,2 min, 3 min 90 obj.% M F B a 5 minut stabilizace (10 obj.% MFB) při průtoku 1 ml/min. 

Objem nástřiku vzorku při analýze byl 50 ul. Analýza trvala 21,5 minut. Délka analýzy se 

oproti koloně L U N A C18 snížila pro menší velikost kolony. Symetrie píku kyseliny salicylové 

byla u kolony ARION na základě faktoru asymetrie 1,1. Mrtvý retenční čas byl 1 min. 

Retenční faktor u kolony ARION byl následně 12,2. Hodnota retenčního faktoru je poměrně 

vysoká, a proto byla metoda později dále optimalizována a retenční čas byl zkrácen na čas 7,3 

minut. Tato data již nebyla zahrnuta do předložené práce. 

5.2 Nastavení fluorescenčního detektoru 

Optimalizace fluorescenčního detektoru proběhla za účelem dosažení co nejvyššího 

poměru signálu a šumu. Optimalizované parametry fluorescenční detekce jsou vypsány 

v Tabulce 5. 

Pro kyselinu salicylovou byla zvolena na základě změřeného U V spektra excitační 

vlnová délka 305 nm a emisní spektrum bylo snímáno v rozsahu 325-650 nm. Po proměření 

emisního spektra byla zvolena hodnota emisního maxima 417 nm, bylo změřeno excitační 

spektrum v rozsahu 200-397 nm a byla zvolena hodnota excitačního maxima 296 nm. 

Pro vnitřní standard byla zvolena excitační vlnová délka 296 nm a emisní spektrum 

bylo snímáno v rozsahu 316-650 nm. Po proměření emisního spektra byla zvolena hodnota 

emisního maxima 358 nm. Excitační spektrum bylo snímáno v rozsahu vlnových délek 200-

338 nm a na základě výsledku byla zvolena hodnota excitačního maxima 294 nm. 

Tyto výsledky jsou srovnatelné s vlnovými délkami udávanými literaturou. Pro 

kyselinu salicylovou byla zvolena hodnota emisního maxima 407 nm a excitačního maxima 

305 nm a pro O A A byla zvolena hodnota emisního maxima 365 nm a excitačního 

maxima 305 nm (Allasia et al., 2018). 

Citlivost detektoru byla pro analyt kyseliny salicylové a vnitřní standard nastavena na 

hodnotu 8 za účelem dosažení maximální citlivosti. Na základě hodnot excitačního a emisního 

maxima byl pro analyt kyseliny salicylová nastaven emisní filtr o vlnové délce 370 nm a pro 

vnitřní standard 280 nm. 
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Tabulka 5: Parametry fluorescenční detekce při analýze s vnitřním standardem 

Analyt 
Retenční 

čas 
(min) 

Excitační k 
(nm) 

Emisní k 
(nm) 

Citlivost 
(D 

Emisní 
filtr 
(nm) 

Faktor 
asymetrie 

(1) 
Kyselina 22,0 296 417 8 370 1,4 

salicylová (LUNA C18) 
13,2 1,1 

(ARIONC18) 
1,1 

Vnitřní 17,4 294 358 8 280 1,3 
standard 

Porovnání chromatogramů analýzy roztoku (4 mg/l) standardu na obou kolonách je 

zobrazeno na Obrázku 9. 
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Obrázek 9: Chromatogramy analýz roztoku kyseliny salicylové (4 mg/l) na kolonách 

L U N A C18 a ARION C18 

V průběhu stanovení kyseliny salicylové v reálných vzorcích, tedy extraktech 

z rostlinného materiálu, docházelo ke koeulaci a interferenci jiného analytu s vnitřním 

standardem (OAA). Metoda extrakce a vlastní analytická metoda byly optimalizovány a 

následně validovány i bez použití vnitřního standardu. 
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Chromatogram analýzy extraktů za účelem stanovení volné a vázané kyseliny salicylové 

s použitím kolony L U N A C18 je znázorněno na Obrázku 10 a pro kolonu ARION C18 na 

Obrázku 11. 
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Obrázek 10: Chromatogram analýzy volné a vázané kyseliny salicylové v reálném vzorku 
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Obrázek 11: Chromatogram stanovení kyseliny salicylové na koloně ARION C18 

5.3 Validace metody pro stanovení kyseliny salicylové 

Metoda byla validována pomocí validačních parametrů, kterými byly mez detekce a 

mez stanovitelnosti, přesnost a správnost, linearita a kalibrační rozsah. Kritéria přijatelnosti 
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byla použita dle Asociace analytických společností (AOAC, Association of Analytical 

Communities) (AOAC, 2016) a F D A (Food and Drug Administration) (FDA, 2018). Pro 

kolonu L U N A byla metoda validována s vnitřním standardem, pro kolonu ARION byla 

metoda validována bez vnitřního standardu. 

5.3.1 Validace metody kolona LUNA C18 (250 x 3 mm; 5,0 um) 

Pro nalezení instrumentálních mezí detekce a stanovitelnosti a lineární oblasti v 

závislosti odezvy detektoru na koncentraci analytu pro jednotlivé analyty byly připraveny 

roztoky kalibrační křivky v rozsahu 20-10000 ug/1 ve čtyřech nezávislých opakováních 

(Kapitola 4.3.3). 

Pro odhad mezí detekce a stanovitelnosti byly použity stanovené hodnoty poměru 

signál/šum při analýze kalibračních roztoků s nejnižší koncentrací (20 ug/1). Pro kyselinu 

salicylovou je hodnota instrumentální meze detekce (LOD;) 2,8 ug/1, kde poměr signál/šum 

byl roven 3. Na základě poměru signál/šum lze odhadnout hodnotu instrumentální meze 

stanovitelnosti (LOQi) 4,6 ug/1. Vzhledem k požadavku, že LOQi musí být součástí lineárního 

rozsahu metody, je hodnota LOQi rovna 20 ug/1, tedy koncentraci nej nižšího kalibračního 

roztoku. Pro tuto koncentraci byla hodnota poměru signál/šum rovna 22. 

V publikacích s použitím F L detekce nebyly hodnoty L O D ; a LOQi uvedeny. Hodnota 

LOĎ; pro stejně dlouhou kolonu (250 mm) uvedená v Tabulce 1 byla 3,3 x 10"8g/ml při 

použití U V detekce (Cheng et al., 2022). V porovnání s touto hodnotou L O D í byla 

instrumentální mez detekce mnou validované metody o řád nižší, což lze vysvětlit vyšší 

citlivostí F L detekce v porovnání s U V detekcí (2,8 x 10"9 g/ml). Hodnota instrumentální 

meze stanovitelnosti uvedená v Tabulce 1 pro stejně dlouhou kolonu byla 1,0 x 10"5 g/ml 

(Cheng et al., 2022). V porovnání s těmito LOQi byla instrumentální mez detekce mnou 

validované metody nižší (4,6 x 10"9g/ml). 

Rozsah metody byl určen na základě výpočtu diference mezi teoretickou a vypočtenou 

hodnotou kalibračního roztoku (Příloha B). Metoda byla lineární v rozsahu 20-2000 ug/1. 

Korelační koeficient pro kyselinu salicylovou byl 1 a odpovídal kritériu přijatelnosti 

(R>0,9900). QC koeficient pro kyselinu salicylovou byl 2,13 % a vyhovoval kritériu 

přijatelnosti (< 5,00 %). 

Hodnoty poměru S/N i diference pro nejnižší kalibrační bod splňovaly požadovaná 

kritéria. Pro koncentrace 7500 a 10000 došlo k přesycení detektoru a koncentrační úroveň 

5000 byla vyřazena z důvodu nesplnění podmínek kritérií pro hodnotu diference. 
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V rámci lineárního rozsahu byla pro jednotlivé koncentrační úrovně vypočtena 

přesnost a správnost z výsledků analýz jednotlivých kalibračních roztoků připravených ve 

čtyřech opakování (Tabulka 6). Průměrné hodnoty přesnosti se pro jednotlivé koncentrační 

úrovně pohybují v rozmezí 1,2-4,6 %. Maximální hodnota správnosti byla 114 % pro nejnižší 

koncentrační úroveň, minimální hodnota správnosti byla pro koncentrační úroveň 10"7 rovna 

95 %. Na všech koncentračních úrovních byla jak pro přesnost, tak pro správnost splněna 

kritéria dle A O A C . 

Tabulka 6: Správnost a přesnost 

Koncentrační 

úroveň 

(1) 

Přesnost* 

(%) 

Správnost* 

(%) 

Přesnost 

(%) 

Správnost 

(%) 

io- 8 <21 60-115 2,9 110 

io- 7 <15 80-110 4,6 101 

10"6 <11 80-110 1,2 100 

kritérium přijatelnosti dle A O A C 

Z LOĎ; a nejnižších bodů kalibračních rozsahů byla po zahrnutí procesu extrakce a 

ředění vypočtena mez detekce metody (LOD m ) a mez stanovitelnosti metody (LOQ m ) . 

Hodnota L O D m byla 90 ug/g a L O Q m 670 ug/g. 

V žádné z rešeršovaných studií (Kapitola 3.2, Tabulka 1) nebyl žádný údaj o L O D m a 

LOQm pro 25cm kolonu, proto není možné mez detekce a stanovitelnosti mnou validované 

metody porovnat s jinými zdroji. Srovnání mezí detekce s literárními daty pro kolonu ARION 

je diskutováno dále v textu. 

V dalším kroku byla provedena extrakce rostlinného materiálu s použitím vnitřního 

standardu. Opakovaná analýza rostlinných extraktů za účelem vyhodnocení volné a vázané 

SA prokázala interferenci vnitřního standardu (OAA) s jiným analytem obsaženým v extraktu. 

Z tohoto důvodu nebyl vnitřní standard použit při hodnocení přesnosti a správnosti. 

Pro ověření přesnosti a správnosti analytické metody byl využit směsný extrakt, 

obohacování bylo provedeno těsně před HPLC analýzou. Přesnost se pro všechny analyzované 

vzorky pohybovala v rozmezí 0,080-5,4 %. Všechny hodnoty splňovaly kritérium pro 

přesnost dle A O A C (na dané koncentrační úrovni hodnota přesnosti do 15 %). Pro volnou SA 

byla správnost v rozmezí 102-106 % a pro vázanou SA 103-122 %. Pro tři páry vzorků při 
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analýze vázané SA byla hodnota správnosti vyšší než požadované kritérium (80-110 %). 

Jednou zmožných příčin je částečná koeluce píků kyseliny salicylové s jiným analytem 

z extraktu. Nedostatečná separace analytů způsobuje chybu při vyhodnocování plochy píku a 

následném výpočtu koncentrace analytu ve vzorku. Získané výsledky pro přesnost a správnost 

byly dostačující pro účel zavedené metody. 

Přesnost a správnost byla hodnocena rovněž pro 6 párů zcela nezávislých vzorků. Bylo 

naváženo 12 vzorků rostlinného materiálu, do 6 z nich byl pipetován obohacovací roztok na 

začátku extrakce. Přesnost se pro všechny analyzované vzorky pohybovala v rozmezí 2,2-

8,5 % a tedy splňovala kritéria přijatelnosti. Správnost byla v rozmezí 79-97 % pro vázanou 

kyselinu salicylovou. Správnost nebylo možné vyhodnotit pro volnou SA z důvodu poruchy 

nástřikového systému a chybějících dat. 

Validace prokázala vhodnost využití metody bez vnitřního standardu v koncentračním 

rozsahu 20-2000 ug/1. Metoda byla použita pro stanovení obsahu volné a vázané kyseliny 

salicylové v Arabidopsis thaliana. Výsledky analýz obsahu volné i vázané SA, uvedené jako 

průměr koncentrace kyseliny salicylové ± dvojnásobek směrodatné odchylky pro vzorky 

{Arabidopsis thaliana), jsou uvedeny v Příloze C. 

5.3.2 Validace metody kolona ARION C18 (150 x 3 mm; 5,0 um) 

Pro nalezení mezí detekce a stanovitelnosti a lineární oblasti v závislosti odezvy 

detektoru na koncentraci analytu pro jednotlivé analyty byly připraveny roztoky kalibrační 

křivky v rozsahu 2-10000 ug/1 ve třech nezávislých opakováních (Kapitola 4.3.3). 

Pro odhad instrumentálních mezí detekce a stanovitelnosti byly použity stanovené 

hodnoty poměru signál/šum při analýze kalibračních roztoků s nejnižší koncentrací (2, resp. 

20 ug/1). Při analýze roztoku s koncentrací 2 ug/1 byla hodnota signál/šum 3,8, a tedy hodnota 

LOĎ; byla odhadnuta na 2 ug/1. Pro odhad LOQjbyl použit roztok o koncentraci 20 ug/1, kde 

byl signál/šum 16. Vzhledem k lineární oblasti pro kolonu ARION je hodnota LOOj rovna 40 

ug/1 (nejnižší kalibrační bod), pro který je poměr signál/šum 30. 

Hodnoty instrumentálních mezí detekce pro stejně dlouhé kolony použité v dříve 

publikovaných studiích (Tabulka 1) byly 4,0 x 10"10g/ml (Kožuszniková, 2016) a 

5,5 x 10"9g/ml (Mikami et al., 2002). V porovnání s těmito LOD; byla instrumentální mez 

detekce mnou validované metody vyšší v případě Kožuszniková, z důvodu nižší citlivosti U V 

detektoru a nižší v případě Mikami et al. Hodnota mnou validované metody na koloně ARION 

C l8 byla 2 x 10"9g/ml. Hodnota instrumentální meze stanovitelnosti pro stejně dlouhou 
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kolonu uvedené v Tabulce 1 byla 1,2 x 10"9 g/ml (Kožuszniková, 2016). V porovnání s touto 

hodnotou LOQi byla instrumentální mez detekce mnou validované metody vyšší 

(4,6 x 10"9 g/ml), z důvodu vyšší citlivosti F L detektoru oproti U V detektoru v práci 

Kožuszniková. 

Rozsah metody byl určen na základě výpočtu diference mezi teoretickou a vypočtenou 

hodnotou kalibračního roztoku (Příloha D). Metoda byla lineární v rozsahu 40-4000 ug/1. 

Korelační koeficient pro kyselinu salicylovou byl 1 a odpovídal kritériu přijatelnosti 

(R>0,9900). QC koeficient pro kyselinu salicylovou byl 1,10 %, tedy odpovídal kritériu 

přijatelnosti (< 5,00 %) 

Hodnota diference pro nej nižší kalibrační bod (20 ug/1) nesplňovala požadovaná 

kritéria, proto byl tento bod vyřazen. 

Metoda byla lineární v rozsahu 40-4000 ug/1. V rámci lineárního rozsahu byla pro 

jednotlivé koncentrační úrovně vypočtena přesnost a správnost z výsledků analýz jednotlivých 

kalibračních roztoků (Tabulka 7). 

Tabulka 7: Správnost a přesnost 

Koncentrační 

úroveň 

(1) 

Přesnost* 

(%) 

Správnost* 

(%) 

Přesnost 

(%) 

Správnost 

(%) 

io- 8 <21 60-115 0,033 120 

io- 7 <15 80-110 0,42 98 

10"6 <11 80-110 0,77 100 

kritérium přijatelnosti dle A O A C 

Z LOĎ; a nejnižších bodů kalibračních rozsahů byla po zahrnutí procesu extrakce a 

ředění vypočtena mez detekce metody (LOD m ) a mez stanovitelnosti metody (LOQ m ) . 

Hodnota L O D m byla 70 ug/g a L O Q m 1330 ug/g. 

Hodnoty L O D m p r o stejně dlouhou kolonu uvedené v Tabulce 1 byly 5,0 x 10"8g/ml 

(Pirola et al., 1998) a 5,0 x 10"9 g/g (Rozhon et al., 2005). V případě Pirola et al. je mez detekce 

uváděna v g/ml z důvodu stanovování kyseliny salicylové v tekutém kosmetickém produktu. 

V porovnání s touto hodnotou L O D m byla mez detekce metody mnou validované metody 

řádově nižší (70 x 10"6g/g) z důvodu vyšší citlivosti FL detekce v porovnání s U V detekcí 

(Pirola et al., 1998). V případě Rozhon et al. byla použita vyšší navážka vzorku, 
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zakoncentrování analytu pomocí SPE extrakce a vyšší nástřik při HPLC analýze. Hodnoty 

LOQm uvedené v Tabulce 1 pro stejně dlouhou kolonu byly 7,0 x 10"5 g/ml (Mikami et al., 

2002) a 1,0 x 10"7 g/ml (Pirola et al., 1998). V obou porovnávaných studiích jsou meze 

stanovitelnosti uváděny v g/ml z důvodu stanovování SA v tekutém kosmetickém produktu. 

V porovnání s těmito L O Q m byla mez stanovitelnosti mnou validované metody 

(1330 x 10"6g/g) řádově nižší v případě Pirola et al. z důvodu vyšší citlivosti FL detekce 

v porovnání s U V detekcí a řádově vyšší v případě Mikami et al. z důvodu vyšší navážky 

produktu (1 g). 

5.4 Stanovení koncentrace kyseliny salicylové v rostlinných vzorcích 

Koncentrace kyseliny salicylové byla stanovována ve vzorcích z rostlin rodu 

Arabidopsis thaliana a Papaverum somnoferum. Listy těchto rostlin byly uchovávány při 

teplotě -80 °C několik dní až měsíců. 

Nejprve byly prováděny analýzy obsahu S A různých kultivarů rostlin (Arabidopsis 

thaliana). Naměřená data byla předána Katedře experimentální biologie k posouzení, zda 

stanovená koncentrace volné a vázané kyseliny salicylové v rozdílných typech rostlin daného 

rodu odpovídá předpokladům. Předpoklady vycházely z typu analyzovaných kultivarů. Po 

experimentování s Arabidopsis thaliana bylo provedeno několik analýz s Papaverum 

somnoferum. V průběhu zpracovávání magisterské práce se nepodařilo v žádném ze vzorků 

máku setého (Papaverum somnoferum) prokazatelně detekovat ani volnou ani vázanou 

kyselinu salicylovou. 

Extrakce vzorků Arabidopsis thaliana probíhaly nejméně ve třech opakováních. Z 

výsledků těchto analýz byla určena přesnost a správnost metody pro obě použité kolony 

(LUNA C18 a ARION C18) (viz. Kapitola 5.3.1. a 5.3.2). Výsledky koncentrací kyseliny 

salicylové v reálných vzorcích splnily očekávání kolegů z Katedry experimentální biologie. 

V první části práce byla metoda validována na250mm koloně L U N A C18. Tato kolona 

byla vybrána dle publikace Allasia et al., z které na základě konzultace s kolegy z Katedry 

experimentální biologie vycházela předložená diplomová práce. Analýza však byla relativně 

dlouhá a byla snaha zkrátit dobu analýzy, proto byla použita 150mm kolona ARION C18. 

Podmínky chromatografické separace byly pro obě kolony zvoleny tak, aby byl zajištěn 

dostatečně velký kapacitní poměr analytu SA a popřípadě vnitřního standardu OAA, a rovněž 

se minimalizovala koeluce s píky jiných látek obsažených v extraktu. Bylo nutné vhodným 

gradientem zajistit eluci všech analytu obsažených v extraktu. Za tímto účelem na konci každé 
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analýzy byla kolona pročištěna vysokým podílem organické mobilní fáze (90 obj. % M F B , 

3 min). 

Pro porovnání výsledků analýz na obou použitých kolonách, byly provedeny analýzy 

jedné sady vzorků nejprve na delší koloně (LUNA C18 250 x 3 mm; 5,0 um) a poté na kratší 

koloně (ARION C l8 250 x 3 mm; 5,0 um) (Příloha E). Byly porovnány pouze vzorky 

s vázanou kyselinou salicylovou. Na Obrázku 12 jsou zobrazeny průměrné hodnoty 

koncentrace SA pro daný vzorek naměřený na koloně ARION i na koloně L U N A . Interval 

spolehlivosti je vyjádřen dvojnásobkem směrodatné odchylky. Jedná se data z Přílohy E. První 

bod pro daný vzorek v grafu zobrazuj e vždy data pro 150mm kolonu (LUNA) a druhý bod pro 

250mm kolonu (ARION). Na tomto obrázku je vidět, že průměrná hodnota koncentrace 

kyseliny salicylové pro daný vzorek naměřený na koloně ARION spadá do konfidenčního 

intervalu výsledku získaného analýzou daného vzorku na koloně L U N A . Pro analýzu kyseliny 

salicylové je možné použít obě již zmíněné kolony. Vzhledem k délce analýzy a spotřebě 

mobilní fáze je vhodnější kolona ARION C18. 
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Obrázek 12: Graf průměrných hodnot koncentrace kyseliny salicylové s vyznačenými 

konfidenčními intervaly pro kolonu L U N A i ARION 

Výsledky srovnávacího měření prokázaly, že se na obou kolonách zavedenými 

metodami získávají srovnatelné výsledky a je možné využít k analýzám 150mm kolonu. Při 
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použití této kolony je délka analýzy kratší o 11,5 min a spotřeba mobilní fáze A nižší o 6,5 ml 

a mobilní fáze B nižší o 5 ml. 
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6 Závěr 
V této práci byla zavedena a následně k analýzám využita metoda pro stanovení 

kyseliny salicylové v rostlinných vzorcích pomocí kapalinové chromatografie. 

V teoretické části jsou shrnuty vlastnosti a použití kyseliny salicylové, pozornost je 

věnována biosyntéze a popisu funkce kyseliny salicylové v průběhu regulačních procesů 

v rostlinách. Byla provedena rešerše publikací zabývajících se stanovením kyseliny salicylové 

pomocí HPLC. Sledován byl hlavně typ stacionární fáze a složení mobilní fáze. Poslední část 

teoretického úvodu je věnována shrnutí a porovnání postupu extrakce volné a vázané kyseliny 

salicylové. 

HPLC metoda pro stanovení kyseliny salicylové byla optimalizována na dvou 

kolonách. Rostlinné vzorky (Arabidopsis thaliana a Papaverum somniferum) byly 

extrahovány v několika krocích po dobu přibližně 20 hodin. Pro analyt kyseliny salicylové 

byla při validaci nalezena mez detekce, mez stanovitelnosti, koncentrační rozsah metody, byla 

ověřena přesnost a správnost dle A O A C . Validovaná metoda pro kolonu L U N A C l 8 byla 

lineární v rozsahu 20-2000 ug/1 a pro kolonu ARION C l8 v koncentračním rozsahu 40-

4000 ug/1. Jako vnitřní standard byla původně použita kyselina 2-methoxybenzoová, která 

byla během vývoje metody z metody odstraněna z důvodu koeluce a interference píků s jiným 

analytem. Analýzou obohacených vzorků bylo prokázáno, že extrakce bez použití vnitřního 

standardu probíhá s vyhovující přesností a správností. 

Zavedená analytická metoda bude dále využívána při sledování obsahu kyseliny 

salicylové v rostlinných vzorcích {Papaverum somniferum). 
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8 Přílohy 
Příloha A: Systematické názvy 

Triviální název Systematický název 

benzaldehyd benzenkarbaldehyd 

kyselina benzoovou kyselina benzenkarboxylová 

kyselina chorismová (3R, 4R)-3-[(1 -karboxyvinyl)oxy]-4-hydroxycyklohexa-1,5-dien-1 -karboxylová 
kyselina 

kyselina o-kurmarová (2E)-3-(2-hydroxyfenyl)-prop-2-enová kyselina 

kyselina šikimová (3R, 4S, 5R)-3,4,5-trihydroxycyklohex-1-en-1-karboxylová kyselina 

kyselinu prefenovou kyselina l-(2-karboxy-2-oxoethyl)-4-hydroxy cyklohexa-2,5-dien-l-karboxylová 

52 



L-fenylalanin (2S)-2-amino-3-fenylpropanová kyselina 

trans-skořicovou kyselina (2E)-3-fenylprop-2-enová 
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Příloha B: Validace metody-LUNA C18 (250 x 3 mm; 5,0 îm) 

Koncentrace 

[ug/1] 

Vypočtená 
koncentrace 

íng/11 

Plocha 
[counts x min] 

Plocha VS 

[counts x min] 

Diference 

[%] 

20 21,27 122999 3443730 6,4 

20 22,80 125666 3430666 14 

20 21,87 125062 3466559 9,4 

20 22,25 126580 3486679 11 

100 100,32 295968 3564278 0,32 

100 110,09 313864 3531191 10 

100 103,38 304039 3582393 3,4 

100 94,74 288886 3624714 -5,3 

200 206,86 626485 4267253 3,4 

200 189,06 495778 3641159 -5,5 

200 210,25 521590 3504235 5,1 

200 202,40 532334 3693064 1,2 

500 510,73 1181775 3595071 2,2 

500 525,09 1217207 3608519 5, 

54 



500 496,64 1183772 3695999 -0,67 

500 476,18 1122403 3643714 -4,8 

1000 984,46 2288241 3737064 -1,6 

1000 996,05 2259591 3648913 -0,39 

1000 982,20 2243438 3672012 -1,8 

1000 976,46 2232324 3674459 -2,4 

2000 2015,75 4528805 3682927 0,79 

2000 2015,46 4505146 3664212 0,77 

2000 2023,90 4564888 3697596 1,2 

2000 1971,78 4437751 3687819 -1,4 

5000 - 10868523 3739750 -

5000 - 11692062 3640554 -

5000 - 11631613 3651389 -

5000 - 11580214 3699843 -
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Příloha C: Výsledky extrakce-LUNA (250 x 3 mm; 5,0 um) 

Vzorek 
Koncentrace ± 2 x SD 

(ugl1) 
Vzorek 

Průměr obsahu SA ± 2 x SD 

(ug/g) 

Mix volná SA 436,52±0,70 Ex volná S A -

Mix SP volná SA 858±20 Ex SP volná SA 1,960 ±0,088 

Mix vázaná SA 258±28 Ex vázaná S A 0,76 ±0,13 

Mix SP vázaná SA 706±66 ExSP vázaná SA 1,64 ±0,14 
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Příloha D: Validace metody-ARION C18 (150 x 3 mm; 5,0 um) 

Koncentrace Vypočtená koncentrace Plocha Diference 

[ug/1] [counts x min] [%] 

20 - 57554 -

20 - 50746 -

20 - 55523 

40 48,03 106227 20 

40 48,02 106187 20 

40 48,05 106269 20 

60 66,64 155053 11 

60 65,51 152100 9,2 

60 66,91 155780 12 

100 108,02 263675 8,0 

100 107,62 262633 7,6 

100 107,84 263210 7,8 

200 200,20 505627 0,10 

200 198,31 500669 -0,84 
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200 202,88 512669 1,4 

400 391,02 1006484 -2,2 

400 392,23 1009667 -1,9 

400 394,29 1015057 -1,4 

1000 990,09 2578902 -0,99 

1000 995,08 2591992 -0,49 

1000 993,32 2587378 -0,67 

2000 1984,05 5187813 -0,80 

2000 1980,28 5177920 -0,99 

2000 1980,46 5178390 -0,98 

3000 2995,58 7842845 -0,15 

3000 2995,02 7841374 -0,17 

3000 2997,77 7848588 -0,070 

4000 3991,00 10455582 -0,22 

4000 4002,46 10485646 0,060 

4000 4049,30 10608614 1,2 
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Příloha E: Porovnání výsledků extrakcí LUNA a ARION 

Kolona LUNA 
(250 x 3 mm; 5,0 um) 

Kolona ARION 
(150 x 3 mm; 5,0 um) 

Vzorek Průměr obsahu SA ± 2 x SD 
(ug/g) 

Průměr obsahu SA ± 2 x SD 

(ug/g) 

vzorek 1 
4,67 ±0,81 

4,08 ± 0,36 

vzorek 7 
20,1 ±4 ,2 

18,9 ±3,8 

vzorek 11 
8,72 ± 0,92 

8,2 ± 1,4 

vzorek 16 
17,2 ±3,1 

16,2 ±3 ,0 
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