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Nazev disertacni prace: VyuZiti separa¢nich metod v klinickém vyzkumu

Predklddand prace se =zabyva vyvojem a validaci chromatografického stanoveni

liposolubilnich vitaminil a optimalizaci vhodnych postupti ptipravy biologického materidlu.

V prvni ¢ésti je feSena problematika stanoveni vitamini D, A a E v séru. Pro separaci analyti
byly vyvinuty postupné dvé metody. 1) Separace na monolitnich kolonach — byly pouzity dvé
sériové zapojené monolitni kolony Chromolith Performance RP-18e, 100x4,6 mm a
SpeedRod RP-18e, 50%x4,6 mm. Vitaminy 1,25(OH),D3, 25(OH)D3, retinol, tokol (vnitini
standard), cholekalciferol, ergokalciferol a a-tokoferol byly separovany béhem 6,5 minuty.
Extrémné rychld zména sloZeni 1 pritoku mobilni faze byla zajiSténa skokovym gradientem.
Takto byla maximalné vyuzita velmi rychld ekvilibrace monolitnich kolon. 2) Separace na
kolong s Casticemi s pevnym jadrem — kolona Ascentis Express RP-Amide 75x3,0 mm. Pro
rychlou separaci byla pouzita gradientova eluce. Stanoveni retinolu, 25(OH)D;, 25(OH)Ds,
tokolu (vnitini standard) a a-tokoferolu po optimalizaci separace nelistot pfitomnych ve
vzorku trvalo 8,5 minuty. Pfi vybéru vhodné pfipravy vzorku byly porovnavany postupy
extrakce na pevnou fazi (SPE) a extrakce z kapaliny do kapaliny (LLE), které byly vyvinuty.
Jako vhodnéjsi byl zvolen LLE postup, ktery optimalizoval uvolnéni analytli z proteinovych
nosict. Pfidavkem EDTA ke vzorku pfed deproteinaci a okyselenim extrakéniho prostredi
kyselinou trichloroctovou bylo dosazeno vytéznosti stanovovanych vitaminti mezi 98—109 %.

Cely postup ptipravy vzorku trvd méné nez 45 minut.

Druhé cast prace je vénovana vyvoji postupu piipravy vzorku pro stanoveni retinolu a a-
tokoferolu v matefském mléce. Také v tomto piipadé byla zvolena LLE. Postup zahrnujici
deproteinaci, saponifikaci a samotnou extrakci byl validovan podle pozadavkii FDA.
Vytéznost retinolu se na tfech koncentranich hladindch pohybovala mezi 82-90 %, a-
tokoferolu 92-109 %. Metoda byla aplikovana na vzorky matefského mléka. Ze zavéra
statistického hodnoceni vyplyva, Ze koncentrace retinolu v prubéhu laktace statisticky

vyznamne¢ klesa na hladiné vyznamnosti 5%.



