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Chemikálie	

- Acetonitril, ≥ 99,9 % (Sigma-Aldrich, MO, USA) 
- Doxorubicin.HCl, 98,0-102,0 % (Sigma-Aldrich, MO, USA) 
- H2O, čistota podle ACS (Sigma-Aldrich, MO, USA) 
- Kyselina citronová, 99 % (Sigma-Aldrich, MO, USA) 
- Na2HPO4.2H2O, čistota podle ACS (Sigma-Aldrich, MO, USA) 
- triethylamin, ≥ 99,0 % (Sigma-Aldrich, MO, USA) 

Pracovní	postup:	

1) Připraví se 500 ml pufru pro HPLC-ED (mobilní fáze A) – naváží se 3,549 g 
Na2HPO4, rozpustí se ve vodě (ACS), přidá se 250 µl triethylaminu a pomocí kyseliny 
citronové se nastaví pH na hodnotu 4,6. Před připojením k HPLC systému se mobilní 
fáze A na několik minut vloží do ultrazvuku. 

2) Podle instrukcí vedoucího se naprogramuje následující gradient eluce: 0 min (25 % B), 
10 min (45 % B), 12 min (100 % B), 12-15 min (100 % B), 16 min (25 % B), 16-
22 min (25 % B). Mobilní fáze B – acetonitril. 

3) Průtok mobilní fáze se nastaví na 1 ml.min-1. 
4) Do vialek se připraví standardní roztok doxorubicinu (1 mg.ml-1) a jeho kalibrační 

sada o koncentraci 100,00; 50,00; 25,00; 12,50; 6,25; 3,13; 1,56; 0,78; 0,39 a 
0,00 μg.ml-1. Také se do vialek připraví reálné vzorky (např. naředěné supernatanty po 
centrifugaci homnogenizovaného vzorku srdce laboratorního potkana, kterému byl 
podán doxorubicin). 

5) Vialky se vloží do karuselu autosampleru. 
6) Ventily pump se otočí do svislé polohy a na pumpách se zmáčkne tlačítko PURGE a 

několik vteřin se nechají sát roztoky mobilních fází; po pročištění a zkontrolování, zda 
pumpy nenasávají vzduchové bubliny, se pumpy vypnou a otočí se jejich ventilem do 
horizontální polohy. Pumpy se zapnou tlačítkem PUMP. 

7) Zapne se detektor Coulochem III a nastaví se na něm optimální hodnoty zjištěné při 
dřívější FIA-ED analýze (napětí 500 mV). Na PC se sleduje v programu Clarity 
záznam z detektoru a počká se, dokud se neustálí „base-line“. 

8) Podle instrukcí vedoucího se v programu Clarity nastaví všechny potřebné údaje pro 
analýzu a spustí se automatická analýza. 

9) Z výsledných chromatogramů se nejprve sestaví a vyhodnotí kalibrační křivka 
v podobě závislosti výšky/plochy píku na koncentraci doxorubicinu, následně se zjistí 
množství doxorubicinu v reálných vzorcích pomocí regresní rovnice. 
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