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Vyvoj HILIC metodiky pro UHPLC- MS/MS stanoveni pteridin @, porovnani selektivity

raznych stacionarnich fazi

Tato diplomova prace se zabyva vyvojeniLl@I metodiky utené kidentifikaci a
stanoveni biologicky aktivnich latek neopterinupgierinu, 7,8-dihydroneopterinu a 7,8-
dihydrobiopterinu za pouziti ultragiinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmdirios
spektrometrem typu trojitého kvadrupolu.

Testovany bylyit chromatografické kolony (BEH Glycan, BEH AmideB&H HILIC),
na kterych bylo zkouSenoskolik druhi mobilnich fazi a jejich vliv na separaci zkouSdnyc
latek. Mobilni faze byla tv@na vodnou sloZzkou (kyselina octova a mr&yemctan a
mravergan amonny a hydroxid amonny o nizké koncentraagegonitrilem.

Na chromatografické koloBEH Glycan byly jako nejlepSi vyhodnoceny mobilaze
ve sloZzeni 1mM octan amonny o pH= 3,8 s acetoaitriv porgru 30:70 a 1mM octan amonny
0 pH= 6,8 s acetonitrilem v pamu 28:72. Chromatografickd kolona BEH Amide poskytl
nejlepsi vysledky i uziti dvou mobilnich fazi ve sloZzeni 1mM octanaamy o pH= 4,8 s
acetonitrilem v poréru 23:77 a 1mM octan amonny o pH= 6,8 s acetoaiitriV pongru 28:72.
Chromatografickd kolona BEH HILIC byla vyhodnocgalio nevhodna, protoZze neumoznila
docilit separaci vSech pteridin

Ri zvolenych optimalnich podminkach byla &ena opakovatelnost metody, linearita
metody a jeji citlivost. Metody jsou linearni (pBEH Glycan- r= 0,9915-0,9999, pro BEH
Amide- r= 0,9987-0,9999). Vyssi citlivost vykazijelona BEH Amide (LOD se pohyboval u
NEO a BIO v rozmezi 0,22- 0,91 nmol/l, u redukowanjorem 113,94- 916,67 nmol/l, LOQ se
pohyboval u NEO a BIO v rozmezi 0,74- 3,00 nmal/kedukovanych forem 376,00- 3025,00
nmol/l).
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