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Tato diplomova prace se zabyva vyvojem separacni metody na modernich chromatografickych
kolonach v systému Sekvenéni injekéni chromatografie (SIC). Systém SIC byl zaloZen na systému
SIChrom™ (FIAlab®, Bellewue, WA, USA) s osmicestnym ventilem z nerezové oceli (VICI® Valco
Instruments, TX, USA) a pumpou S17 (Sapphire™ Engeneering, MA, USA).

Pouzité vzorky byly pfipraveny rozpusténim 25 mg riznych fenolickych kyselin (kyselina
protokatechova, kyselina vanilova, kyselina p-kumarova, kyselina ferulova, kyselina 0-kumarova,
kyselina sinapova a kyselina syringova) ve 25 ml methanolu.

Pouzité kolony byly tfi, a to kolona Ascentis Express C-18 (30 mm x 4,6 mm, 2,7 um, Sigma
— Aldrich, Supelco Analytical, Bellefonte, PA, USA), kolona Ascentis Express RP-Amide (30 mm x
4,6 mm, 2,7 um, Sigma — Aldrich, Supelco Analytical, Bellefonte, PA, USA) a kolona Ascentis
Express Phenyl-Hexyl (30 mm x 4,6 mm, 2,7 um, Sigma — Aldrich, Supelco Analytical, Bellefonte,
PA, USA). Jejich sorbent patii do skupiny ¢astic s pevnym jadrem.

Mobilni faze byla tvofena roztokem vody a acetonitrilu v riznych pomérech a jeji pH bylo
upravovano na 2,4 pomoci 85% kyseliny fosforecné.

Podminky pro kolonu C18 jsou nasledujici: mobilni faze o sloZeni 16 dilt vody a 84 dild
acetonitrilu (pH 2,36), objem mobilni faze 3 600 pl, pratokova rychlost 10 pl/s a mnozstvi vzorku 10
ul.

Podminky pro kolonu RP-Amide jsou tyto: mobilni faze o slozeni 22 dild acetonitrilu a 78 dilt
vody (pH 2,4), objem mobilni faze 3 800 ul, priitokova rychlost 6 ul/s a mnozstvi vzorku 10 pl.

Podminky pro kolonu Phenyl-Hexyl jsou nasledujici: mobilni faze o slozeni 16 dilt
acetonitrilu a 84 dili vody (pH 2,46), objem mobilni faze 3 800 pl, pritokova rychlost 10 ul/s a
mnozstvi vzorku 10 ul. Vsechny analyzy probéhly za izokratickych podminek.

Absorbance byla métena pii 250 nm (kyseliny protokatechova a vanilova), 280 nm (kyseliny
syringova a O-kumarova) a 290/325 nm (kyseliny sinapovd, ferulova a p-kumarovd) UV detekci.
Pouzity UV zdroj byla Lampa UV D-1 000-CE (Analytical Instrument Systems Inc., USA) a pouzity
detektor byl detektor CCD UV-VIS USB 4000 (Ocean-optics, FL, USA). Pouzita prutokova cela je
Z cela Ultem® SMA, efektivni délka 20 mm (FIAlab®, Bellewue, WA, USA).



Separacni metoda byla vyvinuta pro kazdou kolonu a zékladni separa¢ni charakteristiky kolon
byly navzajem srovnany. Kolona RP-Amide byla v selektivité nejlepsi, separovala vSechny kyseliny,
ale kolony C-18 a Phenyl-Hexyl nedokazaly separovat dvé dvojice kyselin. Na kalibraci se nejvice
osvédcila kolona C18, protoze jeji kalibracni kiivky jsou velmi blizké piimce. Pii vysokych
tii kolon jak pro retencni Cas, tak pro odezvu. Kolona RP-Amide ma nejmensi RSD odezvy pfi
stitednich koncentracich a RSD c¢asu pii nizkych koncentracich ze vSech tii kolon. Kolona Phenyl-
Hexyl ukazuje nejmensi RSD casu pii stfednich koncentracich a nejmensi RSD odezvy pfi nizkych
koncentraci ze vsech tii kolon. Kolona RP-Amide ukazuje nejvice soumérné piky pii vSech
koncentracich a ma nejvyssi Gcinnost. Nejvyssi hodnoty rozliseni byly rovnéz naméteny u kolony RP-
Amide.

Podaftilo se vyvinout separacni techniku na vsech tfech pouZzitych kolonach. Z celkového

pohledu je nejlepsi pro analyzu kolona RP-Amide.



