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Nazev diplomové prace: Porovnani extrakénich postupu ze séra pro HPLC stanoveni

liposolubilnich vitaminu

V diplomové praci byly porovnany metody extrakce na pevnou fazi (SPE) a
extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE) pouzité pro separaci vitaminu rozpustnych
v tucich: A (retinol), E (a-tokoferol), D, (ergokalciferol), D3 (cholekalciferol), 25-
(OH)D3 (kalcidiol) z lidského séra. Vitaminy byly nasledné stanoveny vysoce ucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC).

Jako vychozi metoda byl pouZit postup, ktery byl vyvinut a Castecné
zvalidovan v ramci diplomové prace: Aplikace SPE a technologie monolitnich kolon
v HPLC analyze biologicky aktivnich latek (Horcickova 2009). Tento postup byl dale
optimalizovan za u€elem navysSeni vytéZznosti extrakce pro cilové analyty 25(OH)Ds3,
D, a D3 a zkraceni preanalytické faze. Byly testovany podminky: objem vzorku,
deproteinace séra (Cinidla, objem, teplota, Cas), kondicionace SPE kolonek
(promyvani vodou, davkovani), rizné SPE kolonky, postup eluce (€inidla, davkovani,
pouziti vakua), vliv centrifugace na Cistotu extraktu, vyuziti Eppendorf a sklenénych
zkumavek, podminky odpareni vzorku.

Na zakladé vysledku pfi optimalizaci SPE metody extrakce byla vyvinuta nova
metoda s vyuzitim LLE extrakce, ktera byla rovnéz optimalizovana s ohledem na
deproteinacni a extrakéni prostfedi, provedeni extrakce a zplsob odpareni vzorku.

Pfi porovnani obou extrakénich metod bylo zjisténo, Zze metoda s vyuzitim
LLE, poskytla vySSi vytéznost extrakce pro cilové analyty D, (ergokalciferol), D3
(cholekalciferol), 25-(OH)D3 (kalcidiol), zaroven zkratila ¢as potfebny pro pfipravu

vzorku k HPLC analyze a také snizila spotfebu rozpoustédel.
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