Abstrakt

Ukolem tohoto diplomového projektu bylo nalézt vhodné podminky pro stanoveni dvou
béznych nukleotidii adenosindifosfatu a adenosintrifosfatu pomoci vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie a provést jejich analyzu v realnych vzorcich citrusovych plodi a extraktt
Z rostlin. Dal$im cilem bylo zjistit limity detekce a stanoveni obou nukleotidii pii téchto
optimalizovanych podminkach méfeni a pomoci téchto limith porovnat citlivost pouzivanych
detektora.

K zjisténi zkoumanych nukleotidi byly vyuzity instrumentace HPLC-UV, kapilarni
HPLC-DAD a HPLC-MS. Pomoci HPLC s UV detekci a kapilarni HPLC s detektorem
diodového pole byly proméfeny kalibracni zavislosti smési analyti a ureny limity detekce a
stanoveni adenosindifosfdtu a adenosintrifosfatu. K rozdéleni analytli az na zadkladni linii
pomoci HPLC-UV a kapilarni HPLC-DAD doSlo za podminek iontové parové
chromatografie. Vhodnou kolonou byla kolona Cig. Mobilni faze obsahovala fosfatovy pufr,
acetonitril a tetrabutylamonium bisulfat jako iontové parové cinidlo. D¢leni probihalo pfi
gradientové eluci. U LC-MS byly zjiStovany podminky analyzy ADP a ATP. Pii
vysokoucinné kapalinové chromatografii s hmotnostni detekci bylo dosazeno rozdé€leni
analytl na koloné Cyg, fenyl-hexylové kolon¢ a koloné Zic HILIC. Mobilni faze protékajici
kolonou Cig obsahovala 99:1 (v/v) acetonitril/mravenéan amonny 0 pH = 6,7. Vhodnou
mobilni fazi k fenyl-hexylové kolon¢ byl 95:5 (v/v) acetonitril/mraven¢an amonny (pH = 6,7).
Kolonou Zic HILIC protékala smés 70:30 (v/v) acetonitril/octan amonny o pH = 5,35.

Nalezli jsme podminky HPLC, pii kterych lze analyzovat ADP a ATP V redlnych
vzorcich. Dale jsme posoudili citlivost jednotlivych detektorti a srovnali ji s literaturou.
Pomoci optimalizované metody se zjistilo, Ze nalezené LOD a LOQ jsou srovnatelné nebo
nepatrné vyssi nez uvadi literatura, zabyvajici se velmi podobnymi metodami pro stanoveni
ADP a ATP. Citlivost UV detektoru a detektoru diodového pole dosahuji podobnych hodnot,

zatimco citlivost hmotnostniho spektrometru se jevi ve srovnani s nimi jako vyssi.



