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Cilem této diplomové prace bylo zjisténi nejvhodnéjsich podminek separace pro
analyzu deseti fenolickych latek pomoci ultra-vysokoucinné kapalinové chromatografie
s PDA detekci. Prace je zamérena zejména na separaci kritického paru isorhamnetin
a tamarixetin. DalS$im cilem bylo zjisténi kratkodobé stability vSech testovanych latek
po dobu 24 hodin.

Analyzy probihaly s vyuZitim chromatografického systému ACQUITY UPLC systém
s PDA detektorem pfi vinové délce 275 nm. Prvnim krokem studie separacnich
podminek byl screening 17 kolon od nékolika rliznych vyrobcl. Byly testovany kolony:
ACE Excel C18, BEH C18, CSH C18, Arion Plus C18, Ascentis Express C18, Atlantis Premier
BEH C18 AX, BEH Shield RP18, Cortecs Shield RP18, Ascentis Express RP-Amide, BEH
Phenyl, CSH Phenyl-Hexyl, Kinetex Biphenyl, ACE Excel C18-AR, ACE Excel C18-PFP, CSH
Fluoro-Phenyl, Ascentis Express F5 a Kinetex PFP. Béhem screeningu byly testovany
3 organické modifikdtory (acetonitril, methanol a acetonitrii s methanolem 1:1)
v kombinaci se 2 vodnymi slozkami (0,1% kyselina mravenci a 0,1% kyselina octovou).
Druhym krokem byla optimalizace separacnich podminek na 3 nejvhodnéjsich kolonach,
kterymi byly Ascentis Express RP-Amide, Kinetex Biphenyl a ACE Excel C18-PFP.
Optimalizovan byl postupné vliv gradientovych kfivek, nastaveni gradientové eluce,
teplota separace a ¢as analyzy.

NejlepsSich vysledk(l separace analyzovanych latek bylo dosazeno na koloné
Kinetex Biphenyl za podminek: methanol s0,1% kyselinou mravenci, gradientovy
program 15-98 % MeOH béhem 7 minut s naslednou 2minutovou ekvilibraci, teplota
separace 40 °C. Tyto podminky byly také vyuZity pro méreni kratkodobé stability

jednotlivych fenolickych latek.



Stabilita byla mérena kazdou hodinu po dobu 24 hodin. Sledovana byla zména
plochy piku v ¢ase a srdZeni latek pfi uchovavani v automatickém davkovaci. Méreni
probihalo pfi teploté 10 °C, 15 °C a 20 °C. Latky byly rozpustény ve vodé s HCOOH
a ve 20% methanolu s HCOOH, ktery byl zvolen na zdkladé srovnani vlivu rozpoustédla
na tvar piku. Kazda latka byla celkem podrobena 6 mérenim. Jako latky stabilni za vSech
testovanych podminek se projevily PAA, 4MC, HFP a HVA. U téchto latek nedoslo
k poklesu koncentrace pod limit 95 %. Latky PG, HFA a RUT vykazovaly stabilitu jen za
urcitych podminek. Problémové chovani vykazoval QCE, ISO a TAM, u nichZz dochéazelo

také ke srazeni latky v roztoku.
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